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1- Epidemiologia del cáncer colorrectal 
El cáncer colorrectal (CCR) representa una de las neoplasias más frecuentes a nivel mundial, 
variando su incidencia entre países en función del grado de desarrollo económico así como de 
la calidad de sus registros del cáncer (Torre 2015). Las tasas de incidencia más altas se 
encuentran en Australia y Nueva Zelanda, América del Norte y Europa, mientras que las más 
bajas están registradas en África y Sud Asia central (Ferlay 2008, GLOBOCAN 2012), (Figura 1). 
 
En España representa el tumor más frecuente si se tienen en cuenta hombres y mujeres en 
conjunto (Ferlay 2013), siendo el tercero más frecuente en hombres (después de próstata y 
pulmón) y el segundo en mujeres (después de mama), (Figura 2). En el año 2012 se 
diagnosticaron en España 32.240 nuevos casos y 14.700 personas murieron de esta 
enfermedad (GLOBOCAN 2012). En cuanto a la supervivencia a 5 años, depende del estadio de 
la enfermedad en el momento del diagnóstico y suele variar desde el 90,1% para tumores 
localizados hasta un 11,7% para los canceres con metástasis distantes (Brenner 2013). 
Figura 1. Mapa mundial de la incidencia de cáncer colorrectal por país estandarizada por edad y 
calculada para ambos sexos en conjunto. La layenda representa el número de nuevos casos 
diagnosticados por cada 100.000 habitantes durante el año 2012. Imagen extraída de Globocan 
2012, International Agency for Research on Cancer. 
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2- Lesiones precursoras 
El CCR surge a partir de lesiones precursoras llamadas pólipos (masas celulares sobresalientes 
en la pared intestinal), y su detección y resección temprana es vital para la prevención del 
cáncer (Winawer 1993). Antes del desarrollo de la lesión conocida como pólipo ocurre una 
alteración a nivel microscópico que se conoce como cripta de foco aberrante, consistente en 
una acumulación de células epiteliales resistentes a la apoptosis, la cual acabará formando el 
pólipo (Di Gregorio 1997), (Figura 3). Las lesiones precursoras se dividen tradicionalmente en 
dos tipos de pólipos: adenomatosos y serrados.  
 
2.1- Adenomas  
Los pólipos adenomatosos o adenomas tienen una organización intracelular e intercelular 
anormal definida como displasia (las células que constituyen el adenoma presentan 
alteraciones en su morfología, disposición y tamaño). La incidencia de adenomas en la 
población general es del 40-60%, pero solo un porcentaje pequeño progresa a CCR, variando el 
Nuevos casos 
Muertes  
Colorectal 
Próstata 
Pulmón 
Mama 
Vejiga 
Estómago 
Riñón 
Páncreas 
Limfoma NH  
Hígado 
Número de nuevos casos/muertes (X100) 
 
Hombres Mujeres 
Figura 2. Incidencia y mortalidad en España de los 10 tipos de cáncer más frecuentemente 
diagnosticados. Abreviaturas: NH, no Hodgkin. Imagen extraída de Globocan 2012, International  
Agency for Research on Cáncer. 
 
Figura 3. Iniciación y progresión del CCR a partir del epitelio normal, pasando por la lesión 
precursora y desembocando en la formación de un tumor metastático. Figura adaptada de Davies 
(2005).  
  Introducción 
 
  14 
riesgo en función del tamaño y la composición del pólipo (Vogelstein 2002, Hofstad 2003). 
O’Brien introdujo el concepto de adenoma avanzado para definir adenomas con ciertas 
características que aumentan el riesgo de progresión a CCR de forma independiente, como un 
tamaño mayor o igual a 10 mm, la existencia de componente velloso (morfología en forma de 
crisantemo o de coliflor), o un alto grado de displasia (O’Brien 1990). 
2.2- Pólipos serrados  
Por otro lado, los pólipos serrados son un grupo heterogéneo caracterizado por una 
arquitectura epitelial con forma de dientes de sierra o estrellada y están subdivididos en 
pólipos hiperplásicos, pólipos mixtos, adenomas serrados tradicionales y adenomas serrados 
sésiles (Snover 2010). En los años 70 se creía que los pólipos adenomatosos eran los únicos 
con potencial maligno (Muto 1975), pero recientemente se ha descubierto que los pólipos 
serrados también pueden progresar a CCR (a excepción de los hiperplásicos de menos de 
5mm), y por tanto también deben ser extraídos del colon (IJspeert 2015). 
3- Etiología del cáncer colorrectal 
A continuación se detallarán los factores que confieren riesgo al desarrollo de las diferentes 
formas de CCR. La mayoría de casos (70-80%) son debidos mayoritariamente a la edad y a los 
factores ambientales y aparecen en individuos sin antecedentes familiares. No obstante, hay 
una pequeña fracción de casos (~5%) que está causada principalmente por factores genéticos 
heredados con un patrón de herencia mendeliano (Jasperson 2010). Los factores genéticos 
heredados también pueden actuar en combinación con los factores ambientales en una 
proporción importante de casos, coincidiendo con un patrón de herencia compleja (Figura 4). 
 
 
Figura 4. El cáncer de colon como enfermedad compleja. 
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3.1- La edad como factor de riesgo 
La edad es un factor de riesgo determinante y hace aumentar la probabilidad de desarrollar 
CCR de forma progresiva debido a mutaciones provocadas por la acumulación de radicales 
libres de oxígeno derivados del metabolismo, a la secreción de factores oncogénicos por las 
células senescencentes, así como a cambios en la metilación del genoma (Toyota 1999, 
Hamilton ML 2001, Martincorena 2015). Tal es el peso de la edad que el 90% de los casos se 
dan en pacientes de más de 50 años (Parker 1996) (Figura 5) 
 
3.2- Factores de riesgo ambientales 
Por otro lado, los factores ambientales son condiciones externas al organismo y aumentan la 
probabilidad de desarrollar CCR debido a la exposición continua si se trata de un agente 
químico cancerígeno (como el tabaco) o bien debido a hábitos que crean unas condiciones 
metabólicas favorables para la tumorigenesis (como la inflamación e hiperinsulinemia causada 
por la mala alimentación y el sedentarismo) (Chan y Giovanucci 2010). Algunos de estos 
factores están compartidos en los países desarrollados y son responsables de la mayor 
incidencia en estos, incluyendo un estilo de vida sedentario, la obesidad y una dieta rica en 
carne roja o altamente procesada (Larsson y Wolk 2006, Moghaddam 2007, Chan y Giovanucci 
Figura 5. Incidencia de CCR (número de casos por 100.000 habitantes) clasificada por edad y sexo 
en los Estados Unidos entre 1992 y 2006. Datos recogidos por el programa SEER (Surveillance, 
Epidemiology, and End Results) del National Cáncer Institute. 
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2010, Boyle 2012). Varios estudios sugieren que las frutas y verduras con alto contenido en 
fitoquímicos anticancerígenos tienen un efecto protector, así como el consumo de un elevado 
contenido de fibra en la dieta (Bingham et al 2003, Michels et al 2006). No obstante, otros 
estudios reportan que el consumo de estos alimentos no tendría efecto preventivo (Michels et 
al 2001, Koushik et al 2007). Así mismo, se ha postulado un efecto protector en la ingesta 
moderada de medicamentos como la aspirina y/o antiinflamatorios no esteroideos (AINE) 
(Cook 2013, Friis 2015). Por otro lado, el consumo elevado de alcohol y el tabaquismo 
aumentan considerablemente el riesgo de CCR y adenomas (Giovannucci 2001) (Tabla 1). 
 
 
CCR/ 
Adenomas 
Factor 
protector/ de 
riesgo 
 RR (95% IC)/ Odds ratio 
OR (95% IC)/Hazard ratio 
HR (95% IC) 
Estudio 
Consumo elevado de 
verduras y frutas  
Adenomas y 
CCR 
No efecto 
RR 1,02 (0,98-1,05) para 
frutas; 1,03 (0,97-1,09) 
para verduras 
Michels y col 2001 
Factor protector 
OR 0,60 (0,44-0,81) para 
frutas; 0,82 (0,65-1,05) 
para verduras 
Michels y col 2006 
Consumo elevado de 
fibra 
CCR 
Factor protector RR 0,58 (0,41–0,85) Bingham y col 2003 
No efecto RR 0,91 (0,82-1,01) Koushik y col 2007 
Actividad física 
elevada 
CCR Factor protector RR 0,76 (0,72-0,81) 
Wolin 2009, Boyle y col 
2012 
Ingesta continua de 
aspirina (bajas dosis) 
CCR Factor protector HR 0,80 (0,67–0,97) 
Cook y col 2013, Friis S 
y col 2015 
Ingesta continua de 
AINE (bajas dosis) 
CCR Factor protector OR 0,57 (0,44-0,74) Friis S y col 2015 
Carne roja CCR Factor de riesgo RR 1,28 (1,15-1,42) Larsson y Wolk 2006 
Carne procesada CCR Factor de riesgo RR 1,20 (1,11-1,31) Larsson y Wolk 2006 
Obesidad CCR Factor de riesgo RR 1,19 (1,11-1,29) Moghaddam y col 2007 
Tabaquismo 
Adenomas y 
CCR 
Factor de riesgo RR  2.96 (1.47–5.98) 
Giovannucci 1994, 
Giovannucci 2001 
Consumo elevado de 
alcohol 
CCR Factor de riesgo RR 1,56 (1,42-1,70) Huxley y col 2009 
Tabla 1. Factores de riesgo ambientales y el riesgo asociado Para valorar el riesgo de ser afecto de 
una condición dentro de un grupo (expuestos a un factor protector o de riesgo) frente a otro grupo 
(no expuestos) se utilizan distintas medidas: 
RR (Riesgo Relativo)= Probabilidad que tiene un sujeto expuesto a un factor (protector o de riesgo) 
de desarrollar la enfermedad durante un periodo de tiempo determinado en comparación con la 
probabilidad de desarrollar la enfermedad en los no expuestos.  
OR (Odds ratio)= Hipotetizando que hubiera el mismo número de expuestos y de no expuestos, el 
valor de la Odds ratio definiría cuantos individuos afectados expuestos habría por cada individuo 
afectado no expuesto (Bland 2000).  
HR (Hazard Ratio)= Ritmo (frecuencia por unidad de tiempo) en que los individuos expuestos a un 
factor desarrollan la enfermedad en proporción al ritmo en que los no expuestos al factor 
desarrollan la enfermedad.  
IC (Intervalo de Confianza)= rango de valores (calculado en una muestra) en el cual se encuentra el 
verdadero valor del parámetro, con una probabilidad determinada. 
Introducción 
17 
3.3- Factores de riesgo genéticos heredados 
Por último, el tener un familiar de primer grado afectado se ha demostrado que aumenta 
considerablemente el riesgo de CCR (OR 2,25, 95% CI 2,00–2,53). Tener más de un familiar de 
primer grado afectado aumenta la OR hasta 4,25 (95% CI 3,01–6,08) (Johns 2001). Estudios en 
gemelos permitieron calcular la heredabilidad, término que indica la proporción en la que los 
factores genéticos heredados contribuyen a la aparición de la enfermedad. Así, se encontró 
que en el CCR el componente genético heredado era responsable de un 35% de los casos 
(Lichtenstein 2000). Los factores genéticos heredados corresponden a mutaciones germinales 
que se transmiten a la descendencia y que pueden provocar agregación para la enfermedad 
dentro de una familia, que es un número de casos mayor que el que esperaríamos ver en la 
población general. Estas variantes pueden dividirse entre alta y baja penetrancia. La 
penetrancia puede definirse como la proporción de individuos con un genotipo determinado 
(como una variante en heterocigosis) que presenta un fenotipo asociado a este genotipo 
(como el desarrollo de CCR). 
3.3.1- Variantes de baja penetrancia 
Las variantes de baja penetrancia son comunes en la población general (típicamente con 
frecuencias superiores al 5%) y contribuyen de forma modesta al riesgo de padecer una 
enfermedad (Figura 6). No obstante, su efecto es aditivo y la combinación de varias de estas 
mutaciones con los factores de riesgo ambientales puede desencadenar la patología. Estos 
cambios de baja penetrancia pueden contribuir al desarrollo del CCR con o sin historia familiar. 
En este último caso, puede ocurrir que haya pocas variantes de baja penetrancia en cada uno 
de los padres sanos pero que al transmitirse a la descendencia en conjunto, este número de 
variantes aumente y pueda provocar la aparición de la enfermedad junto con los factores 
ambientales. Hasta el momento se han descubierto 62 variantes comunes de baja penetrancia 
a CCR en 56 loci. Cada una tiene un RR<1,5 pero todas juntas podrían explicar hasta un 11% de 
la susceptibilidad genética estimada (Peters 2015).  
3.3.2- Variantes de alta penetrancia 
En cuanto a las variantes de alta penetrancia, son raras en la población general (típicamente 
con frecuencias inferiores al 0,5%) y confieren un riesgo alto a contraer la enfermedad, la 
mayor parte de los portadores de estas variantes desarrollan la enfermedad a lo largo de su 
vida (Figura 6). Se transmiten con un patrón de herencia mendeliana, y por tanto provocan 
una fuerte agregación familiar para la enfermedad. Más adelante se describirán los genes en 
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que se han encontrado variantes germinales de alta penetrancia y los síndromes asociados a 
estas.  
 
4- Tipos de cáncer colorrectal 
La agregación familiar para una enfermedad determinada se define como la aparición de esta 
enfermedad con mayor frecuencia dentro de una familia de lo que se esperaría por azar en la 
población general. El CCR se puede clasificar en base a la agregación familiar en formas 
esporádicas, que no presentan agregación, CCR hereditario que corresponde a las formas 
sindrómicas causadas por mutaciones en genes conocidos con un patrón de herencia 
mendeliana, y por último CCR familiar, donde se encuentra cierta agregación familiar y/o una 
edad de aparición temprana en comparación con los casos esporádicos (Jasperson 2010), 
(Figura 7). A continuación se detallarán los diferentes tipos de CCR.  
Figura 6. Clasificación de la variación genética en base a la frecuencia y la magnitud del efecto 
(odds ratio). Las variantes comunes con un efecto fuerte son poco usuales, ya que el efecto 
deletéreo provoca una disminución en la viabilidad de los portadores. Las variantes con baja 
frecuencia y un efecto bajo son muy difíciles de identificar. Las variantes raras de alta penetrancia 
son típicas de los síndromes hereditarios, mientras que las variantes comunes de efecto modesto, 
identificadas mediante estudios de asociación también contribuyen al desarrollo de la enfermedad. 
Figura adaptada de Manolio (2009). 
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4.1-Cáncer colorrectal esporádico 
El CCR llamado esporádico corresponde a la mayoría de los casos y no presenta agregación 
familiar. Es causado por mutaciones somáticas generadas durante la vida del individuo debido 
a la edad o a factores ambientales. Éstas afectan genes cuya alteración favorece la 
acumulación posterior de mutaciones en oncogenes y genes supresores de tumores, 
provocando la formación de lesiones precursoras y su progresión a CCR (Vogelstein 1988). 
Existen tres tipos de CCR en base a la serie de eventos mutacionales acumulados: tumores con 
inestabilidad cromosómica, tumores con inestabilidad de microsatélites, y tumores con el 
fenotipo metilador de las islas CpG (Figura 8). 
Figura 7. Clasificación y frecuencia de los casos de CCR según la agregación familiar y/o 
pertenencia a una forma sindrómica. Los círculos coloreados representan variantes de 
susceptibilidad en genes aún por identificar. Abreviaturas: PAF, poliposis adenomatosa familiar, 
PAM, poliposis asociada a MUTYH. 
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4.1.1- Tumores con inestabilidad cromosómica 
Esta es la vía mayoritaria en el cáncer de colon esporádico y está presente en el 65% de los 
tumores (Pino 2010). La inestabilidad cromosómica (CIN, chromosomal instability) es un 
proceso que conlleva deleciones, duplicaciones y reordenamientos cromosómicos así como un 
espectro de mutaciones característico en oncogenes (ej. KRAS) y genes supresores de tumores 
(ej. APC, TP53) específicos que activan vías de señalización necesarias para la tumorigenesis 
colorrectal. En los CCR con fenotipo CIN se observa típicamente pérdida de heterocigosidad 
(LOH, de loss of heterozygosity), con una pérdida media del 25-30% de los alelos. El fenotipo 
CIN puede originarse debido a errores en los mecanismos que establecen una correcta 
segregación cromosómica, como el punto de control del ensamblaje de huso mitótico (Boveri 
Figura 8. Secuencia pólipo-carcinoma en el cáncer colorrectal. La secuencia adenoma-carcinoma 
clásica conlleva generalmente un fenotipo de inestabilidad cromosómica o de inestabilidad de 
microsatélites que provoca la acumulación de mutaciones, conllevando la formación de pólipos 
adenomatosos que progresan a CCR. Por otro lado, la formación de pólipos serrados que progresan 
a carcinoma está caracterizada por una metilación aberrante de las islas CpG. Los genes mutados o 
alterados epigenéticamente están indicados para cada secuencia. Las vías de señalización 
desreguladas también están marcadas con flechas, variando el grosor de éstas según la importancia 
de la vía de señalización en la progresión de la secuencia. Abreviaturas: CIN=Inestabilidad 
cromosómica, MSI= Inestabilidad de microsatélites. CIMP=Fenotipo metilador de las islas CpG. 
Figura adaptada de Dickinson (2015). 
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1914), la duplicación correcta de los centrosomas durante la mitosis (Ganem 2009) y la 
longitud de los telómeros (O'Hagan 2002). Otro mecanismo de CIN es el causado por 
mutaciones en genes de reparación de daño en el ADN como TP53 (Pino 2010). 
4.1.2- Tumores con inestabilidad de microsatélites 
Los microsatélites son secuencias de ADN de entre dos y cinco pares de bases que se repiten 
contiguamente un número determinado de veces. Estas secuencias están repartidas por todo 
el genoma y son propensas a variar en número de repeticiones debido a errores de 
apareamiento de bases durante la replicación del ADN. Las proteínas encargadas de corregir 
estos errores constituyen el sistema reparador de las bases desapareadas y están codificadas 
por los genes MSH2, MLH1, MSH6 y PMS2. La inactivación bialélica somática de estos genes 
reparadores provoca una variación descontrolada en el número de repeticiones de estas 
secuencias a lo largo del genoma, incluyendo regiones codificantes de ciertos oncogenes y 
genes supresores de tumores (ej. TGF-B, TGFBR2, BAX), alterando así su expresión y 
desencadenando la tumorigenesis (Markowitz 1995, Rampino 1997). El 15% del CCR 
esporádico tiene este fenotipo de inestabilidad de microsatélites (MSI, microsatellite 
instability), debido a la inactivación de los genes reparadores mediante dos eventos 
mutacionales somáticos a lo largo de la vida del individuo. En una fracción importante de los 
casos esporádicos esta inactivación es debida a una hipermetilación del promotor de MLH1 
asociada con una mutación somática en el gen BRAF (p.V600E) (Kane 1997). Además, 
mutaciones germinales en estos genes son causantes del síndrome de Lynch, una forma de 
CCR hereditario que se describirá más adelante (Lynch 2007). Los tumores con fenotipo MSI 
tienen una baja frecuencia de LOH, y un menor número de mutaciones en KRAS y TP53 en 
comparación con los tumores con fenotipo CIN. 
4.1.3- Tumores con el fenotipo metilador de las islas CpG 
En la zona promotora de la mayoría de genes existen regiones ricas en el dinucleotido citosina-
guanina, llamadas islas CpG. En la célula normal, la metilación de las citosinas en estas islas 
regula la expresión génica de forma reversible. No obstante, un 15% de los CCR esporádicos 
tienen un fenotipo que se caracteriza por la metilación aberrante en los promotores de un 
conjunto de genes específicos (ej. THBS1, p16 y MLH1) por lo que se han denominado tumores 
con fenotipo metilador de las islas CpG (CIMP del inglés CpG island methylator phenotype). 
(Toyota 1999). Debido a la hipermetilación aberrante de MLH1, este fenotipo puede solaparse 
con el de MSI en los tumores. Este fenotipo de metilación aberrante es característico, por 
ejemplo, de los pólipos serrados que progresan a CCR. (Dickinson 2015). 
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4.2- Formas clásicas del cáncer colorrectal hereditario 
Una pequeña fracción del total de casos de CCR (hasta un 10%) está clasificada como CCR 
hereditario debido a que presenta una fuerte agregación familiar con un patrón de herencia 
mendeliano (Tomlinson 2015). Además, la edad de presentación es más temprana que en las 
formas esporádicas debido a que está causado por mutaciones germinales de alta penetrancia, 
por lo que solo se necesita un hit o evento mutacional somático adicional para desarrollar la 
enfermedad. En el caso de genes supresores de tumores, el hecho de nacer con un alelo 
mutado en todas las células del organismo hace que sea mucho más fácil la inactivación 
bialélica del gen en las formas hereditarias, pues solo sería necesaria una mutación somática 
en el alelo normal a lo largo de la vida del individuo (Knudson 1971) (Figura 9). Ésta sería la 
causa por la cual el riesgo es mayor y las edades de aparición son más tempranas en el caso del 
CCR hereditario. En el caso de oncogenes o genes supresores de tumores con 
haploinsuficiencia, no sería necesario el segundo evento somático para provocar la 
tumorigenesis.  
 
Existe un abanico relativamente amplio de síndromes hereditarios que predisponen a poliposis 
colónica, dependiendo el tipo de lesión precursora mayoritaria y del gen afectado. Sin 
embargo la forma hereditaria más frecuente es el síndrome de Lynch, el cual predispone 
mayoritariamente a CCR en ausencia de pólipos. Además de las formas hereditarias clásicas 
(Figura 10) se han descubierto nuevos síndromes causados por otros genes de predisposición a 
CCR hereditario como GREM1, BUB1, BUB3, POLE, POLD1, RPS20, SEMA4A, NTHL1, FAN1 y 
BLM (Jaeger 2012, de Voer 2013, Palles 2013, Nieminen 2014, Schulz 2014, Weren 2015b, 
Seguí 2015, de Voer 2015) pero en la mayoría de hospitales aún no están incluídos en el  
Cancer esporádico:  
2 mutaciones adquiridas durante 
la vida del individuo 
Cancer hereditario: 
1 mutación adquirida 
1 mutación heredada 
Figura 9. Hipótesis de los 2 hits (o eventos inactivadores) de Knudson para genes supresores de 
tumores. 
Tumor 
Tumor 
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programa de diagnóstico molecular de esta enfermedad debido a su relativa novedad, la falta 
de una clara caracterización del fenotipo clínico y su baja frecuencia. 
 
4.2.1- Poliposis adenomatosas 
Las poliposis adenomatosas se definen como la presentación de un número anormalmente 
alto de adenomas en el colon y el recto. Esta categoría engloba dos formas clásicas de CCR 
hereditario, véase la poliposis adenomatosa familiar y  la poliposis asociada al gen MUTYH.  
4.2.1.1- Poliposis adenomatosa familiar (PAF) 
La poliposis adenomatosa familiar (PAF) es el síndrome polipósico más común, y está 
caracterizado por el desarrollo de cientos a miles de pólipos en el colon y el recto. En la 
mayoría de los pacientes los pólipos empiezan a desarrollarse durante la segunda década de la 
vida y casi el 100% de los pacientes sin tratar desarrollan tumores entre los 40 y los 50 años 
(Half 2009). Los pacientes con PAF también tienen predisposición a desarrollar una serie de 
manifestaciones extracolónicas, incluyendo fibromas, lipomas, quistes sebáceos y 
epidermioides, osteomas faciales, hipertrofia congénita del epitelio pigmentario de la retina, 
tumores desmoides y cánceres extracolónicos (tiroides, hígado, tracto biliar y sistema nervioso 
Figura 10. Diagrama ilustrando las relaciones entre genes y vías de señalización implicadas en los 
síndromes de CCR hereditarios. Abreviaturas: PAF =Poliposis Adenomatosa Familiar. Adaptado de 
Short (2015). 
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central) (Half 2009). El cáncer de duodeno es la segunda neoplasia más común, con un riesgo 
acumulado del 4% al 12%. Los pólipos adenomatosos se encuentran también en el estómago y 
el duodeno, especialmente en el área periampular y tienen potencial malignizante (Bülow 
2004) Algunas lesiones como los osteomas de cráneo y mandíbula, anormalidades dentales y 
fibromas son indicativos del síndrome de Gardner, una variante clínica de la FAP donde las 
características extracolónicas son prominentes. La PAF está causada por mutaciones 
germinales en el gen APC, que juega un papel importante en la vía de Wnt (Figura 11). Esta vía 
de señalización celular activa la proliferación responsable de la renovación constante de las 
células del colon (Groden 1991). La inactivación bialélica del gen APC debido a una mutación 
somática en el otro alelo o a una metilación aberrante desregulará esta vía activando una 
proliferación celular descontrolada. Esto provocará la formación de adenomas, que 
progresarán hacia CCR a medida que se acumulen otras mutaciones en oncogenes y genes 
supresores de tumores. El patrón de herencia para la PAF es autosómico dominante, por tanto 
en las familias portadoras existe una fuerte agregación, aunque aproximadamente un 25% de 
los casos son causados por mutaciones de novo (Jasperson 2010). Algunas mutaciones situadas 
en los extremos 5’ y 3’ o en el exón 9 de APC provocan una poliposis más atenuada, con un 
número de pólipos inferior a 100 y una edad de presentación más tardía, así como un riesgo de 
desarrollar CCR del 70%  (van der Luijt 1996, Pineda 2009). 
 
 
Figura 11. Representación de los estados inactivado (izquierda) y activado (derecha) de la vía 
canónica de Wnt. Adaptado de Korkaya y Wicha 2010. 
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4.2.1.2- Poliposis asociada a MUTYH (PAM) 
La poliposis asociada a MUTYH (PAM) se caracteriza por una poliposis atenuada (10-100 
pólipos adenomatosos) con una edad de presentación alrededor de los 50 años (Al-Tassan 
2002, Sampson 2003, Farrington 2005) y una probabilidad de desarrollar CCR en los pacientes 
sin tratar del 48% al 100% (Sampson 2003, Gismondi 2004, Farrington 2005). Una fracción de 
pacientes tienen CCR en ausencia de pólipos (Farrington 2005, Cleary 2009). La PAM está 
provocada por mutaciones en el gen MUTYH, que codifica una glicosilasa que mediante la 
escisión de bases mal aparejadas repara el daño en el ADN provocado por el estrés oxidativo 
(Al-Tassan 2002) (Figura 12). 
  
 
Figura 12. Mecanismo de reparación del ADN por escisión de bases (base excision repair, BER). Las 
lesiones en las bases son reconocidas y eliminadas por ADN glicosilasas. Las glicosilasas 
monofuncionales (UNG, MUTYH) eliminan las bases dañadas, y el ADN es cortado por la 
endonucleasa APE1. Las glicosilasas bifuncionales (OGG1, NTHL1) van un paso más allá y cortan la 
base dañada o bien eliminan también la ribosa, requiriendo las proteínas APE1 o PKNP para 
procesar el extremo 3’ del ADN. A continuación la  ADN polimerasa 1 sintetiza el ADN necesario en 
el extremo 5’ para que la ligasa3 (LIG3) pueda unir los extremos del ADN. Figura adaptada de Kazak 
(2012). 
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Los procesos metabólicos celulares liberan radicales libres de oxígeno que se incorporan a la 
guanina (8-oxo-G) y esto facilita que se apareje erróneamente con la adenina. La ausencia de la 
enzima MUTYH conlleva un aumento de transversiones G:C a T:A en el tumor y este aumento 
de la tasa de mutaciones puede afectar a genes implicados en cáncer, como por ejemplo la 
transversión c.34G>T (p.G12C) en el gen KRAS (Jones 2004). También son comunes este tipo de 
transversiones en el gen APC (Al-Tassan 2002, Jones 2002). El patrón de herencia para este 
síndrome es autosómico recesivo.  
4.2.2- Síndrome de Lynch  
El síndrome de Lynch es la forma de CCR hereditaria más frecuente representando del 1-5% de 
total de casos de CCR (Lynch 2009). Los individuos con este síndrome presentan un riesgo del 
60-80% de desarrollar CCR a lo largo de su vida, con edad de aparición habitualmente antes de 
los 45 años. Además también tienen predisposición a padecer tumores extracolónicos, 
principalmente cáncer de endometrio, con un riesgo estimado a lo largo de la vida del 40-60%. 
El espectro del síndrome de Lynch incluye además otras neoplasias como las de ovario, 
estómago, vía biliar, intestino delgado, páncreas, uréter y pelvis renal, así como tumores 
sebáceos conocidos como síndrome de Muir-Torre, y tumores del sistema nervioso central 
(gliomas y astrocitromas, en la variante conocida como síndrome de Turcot). El síndrome de 
Lynch está causado por mutaciones germinales en los genes de reparación de las bases mal 
aparejadas del ADN (mismatch repair genes) MSH2, MLH1, MSH6 y PMS2 (Fishel 1993, 
Papadopoulos 1994, Nicolaides NC 1994, Miyaki 1997). Alteraciones en estos genes provocan 
la generación de tumores con MSI debido a que no es posible corregir los errores en estas 
secuencias repetitivas durante la replicación del ADN (Umar 2004) (Figura 13). 
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Estas alteraciones genéticas se transmiten con un patrón de herencia autosómico dominante. 
El diagnóstico de esta enfermedad se basa en criterios de agregación familiar conocidos como 
los criterios de Ámsterdam, los cuales fueron sometidos a posteriores revisiones para incluir 
los cánceres extracolónicos dentro del concepto de la agregación familiar. La sensibilidad de 
estos criterios para detectar pacientes portadores de las mutaciones es inferior al 60% (Umar 
2004). Como consecuencia, los criterios de Betheshda fueron creados para recuperar poder 
diagnóstico e identificar los afectos de CCR que no cumplían los criterios de Ámsterdam pero 
que debían ser igualmente sometidos al diagnóstico molecular (Tabla 2). 
Figura 13. Papel del sistema de reparación de las bases mal aparejadas del ADN en el 
mantenimiento de la longitud de los microsatélites. A) Las secuencias repetitivas, representadas 
por “puntas de flechas” pueden quedar mal aliniadas en la cadena molde o bien en la de nueva 
síntesis durante la replicación del ADN. Estos deslizamientos son reparados por el sistema de 
reparación de las bases mal aparejadas del  ADN (mismatch repair). Las consecuencias de la pérdida 
de este sistema se observan en el síndrome de Lynch (y en un número pequeño de cánceres 
esporádicos con inestabilidad de microsatélites). B) El sistema de reparación de las bases mal 
apareadas incluye MSH2, MSH3/6, MLH1 y PMS2, y es capaz de reconocer los errores en el  ADN y 
repararlos mediante la desfosforilación de ATP. Esta reparación necesita además proteínas 
adicionales como PCNA, una exonucleasa y la  ADN polimerasa δ (Pol δ). Figura adaptada de Umar 
(2004). 
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Si estos criterios se cumplen, se procede a realizar el diagnóstico molecular que consiste en 
analizar la MSI en el tejido tumoral, así como las pruebas de inmunohistoquímica de las 
proteínas reparadoras (Suraweera 2002, Baudhuin 2005). Si existe MSI y pérdida de alguna de 
las proteínas reparadoras, se procede a la parte final del diagnóstico el síndrome de Lynch que 
consiste en secuenciar de forma completa y dirigida los genes que codifican para las proteínas 
perdidas en la inmunohistoquímica hasta detectar la mutación germinal causante de la 
predisposición.  
4.2.3- Poliposis hamartomatosas 
Los pólipos hamartomatosos están compuestos de elementos celulares normales del tracto 
gastrointestinal, pero tienen una arquitectura característicamente distorsionada y pueden 
progresar a CCR. Las poliposis hamartomatosas incluyen tres síndromes caracterizados por una 
predisposición a desarrollar estos pólipos junto con otras características clínicas específicas de 
cada síndrome. Todos juntos constituyen menos del 1% del total de casos de CCR  
 
Criterios de Ámsterdam II: 
- Tres o más individuos afectados de CCR o neoplasia relacionada (endometrio, intestino 
delgado, uréter o pelvis renal), uno de ellos familiar de primer grado de los otros dos, y 
- Afectación de 2 generaciones consecutivas y 
- Como mínimo un caso diagnosticado antes de los 50 años, y 
- Exclusión del diagnóstico de poliposis adenomatosa familiar 
Criterios de Bethesda revisados: 
- CCR diagnosticado antes de los 50 años 
- Presencia de CCR sincrónico o metacrónico u otra neoplasia relacionada (endometrio, 
estómago, ovario, páncreas, urinario, cerebro, intestino delgado), con independencia de la 
edad 
- CCR con infiltración linfocitaria, células en anillo de sello o crecimiento medular 
diagnosticado antes de los 60 años 
- Paciente con CCR y uno o más familiares de 1º grado con CCR o neoplasia relacionada 
(endometrio, estómago, ovario, páncreas, urinario, cerebro, intestino delgado) 
diagnosticada antes de los 50 años 
- Paciente con CCR y dos o más familiares de 1º o 2º grado con CCR o neoplasia relacionada 
(endometrio, estómago, ovario, páncreas, urinario, cerebro, intestino delgado), con 
independencia de la edad 
Tabla 2. Criterios de Ámsterdam II y de Bethesda revisados para el diagnóstico clínico del síndrome 
de Lynch.  
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4.2.3.1- Peutz-Jeghers  
Está caracterizado por la presencia de pólipos hamartomatosos por todo el tracto 
gastrointestinal (principalmente en el intestino delgado aunque también en el estómago, colon 
y recto). Estos pólipos tienen una apariencia microscópica característica con una gran 
proliferación del músculo liso y un patrón de formación de pólipos elongado y arborescente 
(Estrada 1983). Otra característica distintiva de este síndrome es la presencia de una 
pigmentación azul oscura o marrón en los labios, mucosa oral, manos y pies. Los pacientes 
afectos tienen un alto riesgo de desarrollar diferentes tipos de cáncer a lo largo de su vida 
(incluyendo intestino delgado, estómago, páncreas, colon, esófago, mama, pulmón y cérvix) 
(Giardiello 2000, Lim 2004). En el caso del CCR el riesgo acumulado al largo de la vida es del 
39% (Van Lier 2010). Para el 70-80% de los casos, la base genética de esta enfermedad reside 
en la inactivación inicial germinal del gen STK11 (Hemminki 1998), cuyo producto inhibe la 
señalización de la vía de mTOR por AMPK, inhibiendo así el crecimiento celular, la proliferación 
y la angiogénesis (Corradetti 2004) (Figura 14).  
 
 
4.2.3.2- Síndromes hamartomatosos asociados a PTEN 
Constituyen un grupo heterogéneo de hamartomatosis causadas por alteraciones en el gen 
PTEN, incluyendo la enfermedad de Cowden, el síndrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba (BRRS) 
y el síndrome de Proteus. La enfermedad de Cowden confiere un mayor riesgo de cáncer de 
Figura 14. Vías de señalización desteguladas en pacientes con el síndrome de Peutz–Jeghers o los 
síndromes hamartomatosos asociados a PTEN. Tanto PTEN como STK11 inhiben la vía de mTOR, una 
vía de señalización promotora del crecimiento, que cuando se desregula contribuye a la patogénesis 
de estas enfermedades. Tanto PTEN como STK11 actúan de forma indirecta en mTOR a través de la 
modulación del complejo TSC1-TSC2 por encima de mTOR. Figura adaptada de Zbuk y Eng (2007). 
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mama, tiroides y endometrio, así como el desarrollo de pólipos gastrointestinales, 
macrocefalia y lesiones mucocutáneas características (Nelen 1997). La relación entre esta 
enfermedad y un mayor riesgo de padecer CCR no está bien documentada, aunque se ha 
descrito un paciente con una mutación germinal en PTEN con dos tumores colónicos malignos 
surgidos a partir de dos pólipos hamartomatosos. Además, estos tumores tenían un segundo 
hit somático en PTEN, cumpliendo con la hipótesis de Knudson de la inactivación bialélica de 
los genes supresores de tumores (Bosserhof 2006). El BRRS está caracterizado por la presencia 
de lipomas múltiples, pólipos hamartomatosos gastrointestinales, macrocefalia, hemangiomas, 
retraso en el desarrollo y manchas pigmentadas en los genitales masculinos (Gorlin 1992). El 
síndrome de Proteus es un desorden complejo multisistémico caracterizado por 
malformaciones congénitas, hemihipertrofia, tumores hamartomatosos, nevos epidérmicos e 
hiperostosis (Wiedemann 1983). Se han encontrado mutaciones germinales en PTEN en el 85% 
de los pacientes con enfermedad de Cowden y en más del 60% de los pacientes con BRRS. En 
los pacientes afectos de Cowden estos cambios se han encontrado en la región promotora de 
PTEN, en cambio en los pacientes con BRRS se han detectado grandes deleciones que afectan 
todo el gen o parte de él. PTEN se expresa de forma ubicua y es una fosfatasa dual específica 
tanto de lípidos como proteínas. Su principal substrato es el fosfoinositol trifosfato. Al 
desfosforilar su substrato, PTEN inhibe la vía de señalización de mTOR por AKT (Suzuki 1998, 
Waite 2002). La vía de  mTOR está desregulada también en Peutz-Jeghers. 
4.2.3.3- Poliposis juvenil 
Este síndrome se define por la presencia de pólipos juveniles en el tracto gastrointestinal, que 
empiezan a desarrollarse a edades tempranas. Los pólipos juveniles se caracterizan por tener 
forma esférica, son lisos y brillantes en apariencia y a menudo son pedunculados. A nivel 
microscópico, no hay proliferación del músculo liso (a diferencia de los pólipos de Peutz-
Jeghers) y muestran dilatación glandular (Jass 1988). A menudo se desarrollan decenas a 
cientos de pólipos en el tracto gastrointestinal, siendo el colon y el recto los lugares más 
afectados, seguidos por el estómago y el intestino delgado. Las personas afectas tienen 
además una mayor predisposición a padecer tumores gastrointestinales, especialmente CCR, 
con una edad de diagnóstico alrededor de los 43 años (Brosens 2007). Se han descrito 
mutaciones germinales en los genes SMAD4, BMPR1A y ENG como causantes de 
predisposición a la poliposis juvenil (Howe 1998, Howe 2001, Ngeow 2013). Estos tres genes 
están implicados en la vía del TGF-B, que regula la proliferación, diferenciación y adhesión 
celular (Waite 2003) (Figura 15). 
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4.3- Cáncer colorrectal con agregación familiar 
Aproximadamente un 30% de los casos de CCR presentan algún tipo de historia familiar para la 
enfermedad pero no entran en la categoría anterior de CCR hereditario y son denominados 
CCR familiar (Jasperson 2010). En un estudio epidemiológico de la población española esta 
categoría abarcaba cerca del 30% de los casos (Piñol 2005). 
4.3.1- Cáncer colorrectal familiar de tipo X 
De entre las familias que cumplen los criterios de Ámsterdam I, entre un 35 y un 50% no tienen 
mutaciones en los genes MSH1, MSH2, MSH6 o PMS2 y presentan tumores sin MSI. En base a 
la fuerte agregación para CCR existente, la hipótesis es que en estas familias se estarían 
transmitiendo variantes de alta penetrancia situadas en genes aún por descubrir en la mayoría 
de familias. Debido a ese desconocimiento se estableció el término de CCR familiar de tipo X 
(Lindor 2005). Varios estudios se han llevado a cabo con el fin de comparar las características 
clínicas de esta entidad con las del síndrome de Lynch y se ha observado que la edad media de 
presentación del CCR en los pacientes con CCR familiar de tipo X es unos 10 años mayor. Por 
otro lado, los individuos pertenecientes a las familias con CCR de tipo X presentan un riesgo 
menor de presentar CCR que los individuos pertenecientes a familias con síndrome de Lynch 
Figura 15. Complejidad de la vía de señalización del TGF-beta. Los ligandos de TGF-beta se unen a 
un rango de receptores de tipo II para formar complejos que interactuan con receptores de tipo I. 
Los receptores entonces forman heterotetrámeros que resultan en la fosforilación y activación de los 
receptores regulados por SMADs (R-SMADs), los cuales a su vez forman complejos con SMAD4. Este 
complejo se transloca al núcleo, donde regula la transcri`pción génica, directa o indirectamente. La 
endoglina (ENG) es un correceptor tanto para TGF-beta1 como para TGF-beta3 
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(OR 2,3 en CCR familiar X frente a 6,1 en Lynch). Además los tumores colorrectales tienen una 
distribución más distal y es menos frecuente el desarrollo de CCR sincrónico o metacrónico, así 
como la formación de tumores extracolónicos (Schiemann 2004, Lindor 2005, Llor 2005, 
Mueller–Koch y col, 2005, Dove-Edwin 2006, Valle 2007, Chen 2008, Koh 2011, Klarskov 2012, 
Francisco 2011, Abdel-Rahman 2005, Woods 2005). Un estudio reciente comparó las 
características epidemiológicas e histopatológicas de los pacientes con CCR esporádico y CCR 
familiar tipo X, y no observó diferencias significativas en la edad de aparición del CCR ni en su 
localización, variando únicamente el grado de diferenciación de los tumores, el cual era 
significativamente menor en los pacientes con CCR familiar tipo X. De hecho se observaron 
más diferencias significativas al comparar las características de los pacientes con CCR familiar 
de tipo X y los pacientes con Síndrome de Lynch que entre los pacientes con CCR familiar de 
tipo X y los pacientes con CCR esporádico (Shiovitz 2014). En cuanto al perfil tumoral somático, 
se ha observado que es frecuente el fenotipo de CIN, el cual también es mayoritario en los 
tumores esporádicos. No obstante, se observa mayor frecuencia de ganancia del brazo 
cromosómico 20q y una frecuencia mayor de LOH de número de copia neutro por tumor que 
en los tumores esporádicos, habiendo en comparación un número menor de pérdidas 
cromosómicas (Laiho 2003, Middeldorp y col 2013, Chen 2013). 
4.3.2- cáncer colorrectal de aparición temprana 
El CCR de aparición temprana (antes de los 40-50 años) comprende entre el 2% y el 8% de los 
casos de CCR (Silla 2014). Una edad temprana de aparición es sugestiva de un componente 
genético heredado. De hecho, tener un pariente de primer grado con CCR diagnosticado antes 
de los 45 aumenta el riesgo de padecer CCR de 3 a 6 veces en comparación con la población 
general y eso hace que exista cierta agregación familiar (Johns 2001). El CCR de aparición 
temprana con agregación familiar puede ser debido a formas sindrómicas como el síndrome 
de Lynch o bien puede tener causas genéticas heredadas desconocidas, como por ejemplo en 
el caso del CCR familiar de tipo X (Perea 2011, Hawkins 2001). No obstante, existe una 
proporción importante de CCR de aparición temprana que no presenta agregación familiar, 
llamado CCR de aparición temprana esporádico. En cuanto a la localización anatómica, los 
tumores suelen ser distales en los casos de CCR de aparición temprana esporádicos, mientras 
que CCR de aparición temprana con agregación familiar se ha encontrado una localización más 
proximal (Mahdavinia 2005). La histología de los tumores colorrectales de aparición temprana 
en general tiende a ser mucinosa (9%-49% frente al 17% de todos los CCR), tienden a estar 
poco diferenciados (12-98% frente al 15% de todos los CCR) y suelen diagnosticarse en 
estadios más avanzados de la tumorigenesis (Stigliano 2014). Molecularmente, se ha 
Introducción 
33 
observado que estos tumores tienen las regiones LINE-1 hipometiladas en comparación con los 
CCR de aparición más tardía (Antelo 2012). Este subgrupo de CCR de aparición temprana se 
puede subdividir en tumores con MSI correspondiendo a los casos con síndrome de Lynch, así 
como tumores con el sistema reparador intacto, pero con CIN. También se ha observado un 
subgrupo de tumores con el sistema reparador intacto pero sin estabilidad cromosómica, los 
cuales presentan una longitud telomérica anormalmente grande independiente de la 
activación de la telomerasa (Boardman 2013) 
4.3.3- Poliposis adenomatosa atenuada no filiada  
Existe una variante de la poliposis adenomatosa familiar llamada poliposis atenuada que se 
caracteriza por un número menor de pólipos (menos de 100) y una presentación de estos a 
edades más avanzadas (siendo el promedio los 44 años). El riesgo de padecer CCR a lo largo de 
la vida sería del 70%, con una edad de aparición 10-15 años después de desarrollar los pólipos. 
Un 30% de los casos de poliposis atenuada se explica por mutaciones en el gen APC que están 
mayoritariamente localizadas en los extremos 5’ y 3’, así como en el exón 9 (Pineda 2009, van 
der Luijt 1996). Un 40% de los casos restantes es debido a mutaciones bialélicas en MUTYH 
(Sieber 2003, Sampson 2003). Otro gen con mutaciones patogénicas encontradas en casos con 
poliposis adenomatosa atenuada es BMPR1A, previamente implicado en poliposis juvenil 
(Lipton 2003). El descubrimiento de los genes POLE y POLD1 también ha caracterizado 
molecularmente parte de los casos de poliposis atenuada (Palles 2013). Sin embargo aún 
existe una fracción de casos con poliposis adenomatosa atenuada sin causa genética conocida, 
siendo también el caso de la poliposis mixta y la poliposis serrada no sindrómica.  
4.3.4.- Poliposis hereditaria mixta 
La poliposis hereditaria mixta constituye una forma sindrómica de penetrancia variable en la 
que se incluye el desarrollo de pólipos de diferente naturaleza: pólipos hiperplásicos, de tipo 
Peutz-Jeghers, serrados, juveniles y también adenomas. El CCR ocurre además en una alta 
proporción de familias afectas pero no hay predisposición aumentada a tumores 
extracolónicos (Whitelaw SC 1997). Se han encontrado mutaciones en BMPR1A en diferentes 
familias con este síndrome (Cao 2006, Cheah 2009, O’Riordan 2010). Posteriormente, se 
encontró en una familia judía Askenazí afectada una duplicación de 40 kb situada upstream del 
gen GREM1 como causante de la enfermedad (Jaeger 2012). El cribado en casos y controles 
permitió encontrar la duplicación en una familia independiente también de origen judío 
Askenazí. 
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4.3.5- Síndrome de la poliposis serrada 
Este síndrome está caracterizado por la presentación de pólipos serrados distribuidos por todo 
el colon y conlleva un riesgo aumentado de desarrollar CCR y cáncer de páncreas a lo largo de 
la vida (Boparai 2009, Win 2012). Estos pólipos tienen ciertas características distintivas: 
pueden ser grandes (mayores de 1 cm de diámetro), son generalmente numerosos y suelen 
estar localizados en el colon proximal. No obstante, también pueden ser pequeños y tener una 
distribución más dispersa. La Organización Mundial de la Salud (OMS) estableció unos criterios 
de diagnóstico de este síndrome (Snover 2010). 
 Presencia de al menos 5 pólipos serrados proximales a sigma, siendo 2 de ellos iguales 
o mayores a 10mm. 
 Cualquier número de pólipos serrados proximales al colon sigmoide en un individuo 
con antecedentes familiares de primer grado (padres, hermanos, hijos) de síndrome de 
poliposis serrada. 
 Más de 20 pólipos serrados de cualquier tamaño distribuidos a lo largo del colon. 
Estos criterios son una herramienta provisional para la inclusión de pacientes en estudios de 
investigación, y sin duda se refinará a medida que las bases moleculares se conozcan mejor. Se 
ha observado que en pacientes afectos de este síndrome los pólipos serrados presentan a 
menudo el fenotipo metilador de las islas CpG, e incluso se ha encontrado que la mucosa 
normal de estos pacientes presenta a veces este fenotipo metilador (Chan 2002, Minoo 2006). 
El gen BRAF se encuentra a menudo mutado somáticamente los pólipos serrados de los 
pacientes con este síndrome (Beach 2005). Actualmente se desconocen las causas genéticas 
germinales de predisposición, a excepción de una minoría de casos portadores de mutaciones 
en MUTYH que además del síndrome presentan adenomas tubulares (Boparai 2008). Un 
estudio reciente en individuos con múltiples adenomas serrados sésiles identificó 5 genes 
candidatos portadores de mutaciones germinales implicados en la vía de senescencia celular: 
ATM, PIF1, TELO2, XAF1 y RBL1. Además se identificó una mutación germinal (p.R113X) en dos 
familias independientes en el gen RNF43, que está implicado en la vía de Wnt. Estudios 
funcionales demostraron que en las células con el gen RNF43 truncado la respuesta al daño en 
el ADN estaba comprometida (Gala 2013). Un estudio posterior reportó otra mutación 
germinal en el gen RNF43, que segregaba con patrón autosómico dominante en los afectos de 
una familia con síndrome de poliposis serrada, afianzando el papel de este gen como 
candidato de predisposición a la enfermedad (Taupin 2015). 
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5- Técnicas moleculares para descubrir genes de predisposición al cáncer colorrectal 
Existen diferentes estrategias a nivel molecular que permiten identificar nuevos genes de 
predisposición al CCR familiar. 
5.1- Estudios de desequilibrio de ligamiento 
La técnica del análisis del ligamiento estudia marcadores informativos como microsatélites o 
SNPs repartidos por todo el genoma y su segregación dentro de una familia con agregación 
para una enfermedad. Se seleccionan las regiones del genoma que se transmiten en bloque 
(sin ninguna recombinación de los cromosomas) entre los miembros afectados y se calcula la 
probabilidad de que esa transmisión en bloque sea por azar. Cuando el número de veces que 
una región se hereda en bloque entre los individuos afectos supera el número de veces que se 
esperaría por azar se dice que esa región está en desequilibrio de ligamiento con la 
enfermedad dentro de esa familia. Estos estudios son útiles para detectar variantes de alta 
penetrancia que se transmiten con herencia Mendeliana. Mediante estos estudios se han 
detectado la mayoría de genes responsables de los síndromes hereditarios clásicos. Además se 
han hecho estudios posteriores en familias con CCR familiar de tipo X, detectándose múltiples 
regiones en desequilibrio de ligamiento, pero en la mayoría de casos no se han encontrado 
genes candidatos definitivos dentro de estas regiones (Tabla 3).  
 
Autores Regiones identificadas 
Wiesner y col Proc Natl Acad Sci USA 2003 9q22.2–31.2 
Djureinovic y col Gut 2006 
11q 
14q 
22q 
Kemp y col Hum Mol Genet 2006 3q21–q24 
Skoglund y col J Med Genet 2006 9q22.2–31.2 
Neklason y col Cancer Res 2008 
7q31 
3q21–q24 
Papaemmanuil y col Eur J Hum Genet 2008 3q21 
Picelli y col BMC Cancer 2008 3q21.1–q26.2 
Middeldorp y col Genes Chromosom Cancer 2010 3q 
Gray-McGuire y col Cancer Res 2010 9q22 
Daley y col Am J Hum Genet 2008 
1p31.1 
15q14-q22 
17p13.3 
Nieminen y col Gastroenterology 2011 10q23 (BMPR1A) 
Cicek y col PLoS One 2012 
4q21 
8q13 
12q24 
15q22 
Sánchez-Tomé y col J Gastroenterol 2014 
2p24.3 
4q13.1 
4q31.21 
12q21.2–q21.31 
Rudkjøbing y col Fam Cancer 2015 11q24 
Tabla 3. Regiones descubiertas en estudios de desequilibrio de ligamiento en CCR familiar de tipo X. 
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La excepción sería el gen BMPR1A situado en la región 10q23, que se encontró mutado en una 
familia con CCR familiar de tipo X mediante el estudio de ligamiento combinado con 
secuenciación dirigida (Nieminen 2011) 
5.2- Estudios de asociación del genoma completo 
Los estudios de asociación del genoma completo (Genome-wide association studies, GWAS) se 
basan en el genotipado en casos y controles de miles de variantes comunes distribuidas por 
todo el genoma llamadas SNPs (single nucleotide polymorphisms). Las variantes que estén 
significativamente enriquecidas en los casos en comparación con los controles son 
seleccionadas como variantes de baja penetrancia que confieren un riesgo bajo pero 
acumulativo de padecer la enfermedad. Como se ha mencionado anteriormente, hasta el 
momento se han descrito 62 SNPs asociados a susceptibilidad a CCR en 56 loci (Tabla 4). Estos 
estudios han descubierto varias regiones asociadas que afectan genes pertenecientes a vías de 
señalización implicadas en cáncer como la vía del TGF-B, que regula el crecimiento celular, así 
como la diferenciación celular y la apoptosis (ej. BMP2, BMP4, SMAD7, CCND2, GREM1). 
También se han encontrado distintas variantes de baja penetrancia que afectan genes  de la 
vía de señalización de las proteína-quinasas activadas por mitogénos, proceso inductor de la 
división celular, supervivencia y apoptosis (ej. DUSP10, DUSP4, MYOB, MYC, CCND2, SH2B). 
Otro descubrimiento que ha surgido a partir de la identificación de estas variantes de baja 
penetrancia es que un mismo gen puede estar implicado en predisposición a CCR como 
portador de variantes de alta y baja penetrancia, teniendo distintas variantes un efecto más o 
menos fuerte en el riesgo de presentar la enfermedad. Un ejemplo sería el gen GREM1 para el 
cual recientemente se han encontrado mutaciones que conferirían un alto riesgo de padecer 
CCR (Venkatachalam 2011, Jaeger 2012, Rohlin 2016) y para el cual existen también variantes 
de baja penetrancia que conferirían un riesgo modesto de padecer la enfermedad (Tomlinson 
2011). 
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SNP Crom Gen 
(casos/ 
controles) 
OR (95%CI) Referencias 
rs6983267 8q24.21 MYC 8.264/6.206 1,21(1,15-1,27) Tomlinson I, y col.  Nat Genet 2007 
rs719725 9p24 
TPD52L3-
UHRF2 
6223/ 6443 1,14(1,05- 1,15) Zanke BW y col. Nat Genet 2007 
rs4939827 18q21.1 SMAD7 18.831/18.540 1,18 (1,12-1,23) Tomlinson IP, y col. Nat Genet 2008 
rs7229639 18q21 SMAD7 5385/6165 1,22(1,15- 1,29) Zhang B, y col. Int J Cancer 2014a 
rs16892766 8q23.3 EIF3H 18.831/18.540 1,25 (1,19-1,32) Tomlinson IP, y col. Nat Genet 2008 
rs3802842 11q23.1 
COLCA2/ 
COLCA1 
14.500/13.294 1,12 (1,07-1,17) Tenesa A, y col. Nat Genet 2008 
rs4779584 15q13.3 GREM1 18.831/18.540 1,26 (1,19-1,34) Tomlinson IP, y col. Nat Genet 2008 
rs10795668 10p14 
ARN5SP299/
GATA3 
18.831/18.540 1,12 (1,10-1,16) Tomlinson IP, y col. Nat Genet 2008 
rs4444235 14q22.2 BMP4 20.288/20.971 1,11 (1,08-1,15) Houlston y col. Nat Genet 2008 
rs9929218 16q22.1 CDH1 20.288/20.971 1,10 (1,06-1,12) Houlston y col. Nat Genet 2008 
rs10411210 19q13 RHNP2 20.288/20.971 1,15 (1,10-1,20) Houlston y col. Nat Genet 2008 
rs961253 20p12.3 BMP2 20.288/20.971 1,12 (1,08-1,16) Houlston y col. Nat Genet 2008 
rs6691170 1q41 DUSP10 18.185/20.197 1,09(1,06–1,12) Houlston y col. Nat Genet 2010 
rs7136702 12q13.13 LARP4/ DIP2B 18.185/20.197 1,06(1,04- 1,08) Houlston y col. Nat Genet 2010 
rs10936599 3q26.2 TERC 18.185/20.197 0,93 (0,91-0,96) Houlston y col. Nat Genet 2010 
rs11169552 12q13.3 DIP2B/ ATF1 18.185/20.197 0,92 (0,90-0,95) Houlston y col. Nat Genet 2010 
rs4925386 20q13.33 LAMA5 18.185/20.197 0,93 (0,91-0,95) Houlston y col. Nat Genet 2010 
rs1957636 14q22.2 BMP4 24.910/26.275 1,08 (1,05-1,11) Tomlinson y col. PLoS Genet 2011 
rs4813802 20p12.3 BMP2 24.910/26.275 1,09 (1,06-1,12) Tomlinson y col. PLoS Genet 2011 
rs2736100 5p15.33 TERT 16.039/16.430 1,07 (1,04-1,10) Kinnersley y col. Br J Cancer 2012 
rs1321311 6p21 CDKN1A 21.096/19.555 1,10 (1,07-1,13) Dunlop y col. Nat Genet 2012 
rs3824999 11q13.4 POLD3 21.096/19.555 1,10 (1,07-1,13) Dunlop y col. Nat Genet 2012 
rs5934683 Xp22.2 SHROOM2 21.096/19.555 1,07 (1,04-1,10) Dunlop y col. Nat Genet 2012 
rs12080929 1p33 SLC5A9 2.317/2.447 0,86 (0,78-0,95) 
Fernandez-Rozadilla y col. BMC 
Genomics 2013a 
rs11987193 8p12 DUSP4 2.317/2.447 0,78 (0,70-0,87) 
Fernandez-Rozadilla y col. BMC 
Genomics 2013a 
rs10774214 12p13.32 CCND2 11.870/14.190 1,04 (1,00-1,09) Jia WH y col. Nat Genet. 2013 
rs647161 5q31.1 PITX1 11.870/14.190 1,07 (1,02-1,11) Jia WH y col. Nat Genet. 2013 
rs2423279 20p12.3 HAQ1 11.870/14.190 1,07 (1,03-1,12) Jia WH y col. Nat Genet. 2013 
rs11903757 2q32.3 NABP1 15.752/21.771 1,16 (1,10-1,22) Peters y col. Gastroenterology 2013 
  
Tabla 4. SNPs detectados en estudios de asociación del genoma completo. Hasta ahora se han 
encontrado 62 SNPs en 56 loci. Crom, región cromosómica. 
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SNP Crom Gen 
(casos/ 
controles) 
OR (95%CI) Referencias 
rs10911251 1q25.3 LAMC1 15.752/21.771 1,09 (1,06-1,13) 
Peters y col. Gastroenterology 2013, 
Whiffin y col Hum Mol Genet 2014 
rs3217810 12p13.32 CCND2 13.654/16.022 1,20 (1,12-1,28) 
Peters y col. Gastroenterology 2013, 
Whiffin y col Hum Mol Genet 2014 
rs3217901 12p13.32 CCND2 15.752/21.771 1,10 (1,06-1,14) Peters y col. Gastroenterology 2013 
rs59336 12q24.21 TBX3 15.752/21.771 1,09 (1,06-1,13) Peters y col. Gastroenterology 2013 
rs704017 10q22.3 ZMIZ1-AS1 14.963/31.945 1,10 (1,06-1,13) Zhang y col. Nat Genet. 2014b 
rs11196172 10q25.2 TCF7L2 14.963/31.945 1,14(1,10–1,18) Zhang y col. Nat Genet 2014b 
rs174537 11q12.2 MYRF 14.963/31.945 1,16(1,12–1,19) Zhang y col. Nat Genet 2014b 
rs4246215 11q12.2 FEN1 14.963/31.945 1,15(1,12–1,19) Zhang y col. Nat Genet 2014b 
rs174550 11q12.2 FADS1 14.963/31.945 1,15(1,12–1,19) Zhang y col. Nat Genet 2014b 
rs1535 11q12.2 FADS2 14.963/31.945 1,15(1,12–1,19) Zhang y col. Nat Genet 2014b 
rs10849432 12p13.31 CD9 14.963/31.945 1,14(1,09–1,18) Zhang y col. Nat Genet 2014b 
rs12603526 17p13.3 NXN 14.963/31.945 1,10(1,06–1,14) Zhang y col. Nat Genet 2014b 
rs1800469 19q13.2 TGFB1 14.963/31.945 1,09(1,06–1,12) Zhang y col. Nat Genet 2014b 
rs2241714 19q13.2 B9D2 14.963/31.945 1,09(1,06–1,12) Zhang y col. Nat Genet 2014b 
rs812481 3p14.1 LRIG1 23.024/29.625 1,09(1,05-1,11) Schumacher y col. Nat Commun 2014 
rs35360328 3p22.1 CTNNB1 23.024/29.625 1,14(1,09-1,19) Schumacher y col. Nat Commun 2014 
rs3184504 12q24.12 SH2B3 23.024/29.625 1,09(1,06-1,12) 
Schumacher y col. Nat Commun 2014, 
Cheng TH y col Scientific Reports 2015 
rs73208120 12q24.22 NOS1 23.024/29.625 1,16(1,11- 1,23) Schumacher y col. Nat Commun 2014 
rs6066825 20q13.13 PREX1 23.024/29.625 1,09(1,06-1,12) Schumacher y col. Nat Commun 2014 
rs11190164 10q24.2 ? 23.024/29.625 1,09(1,06-1,12) Schumacher y col. Nat Commun 2014 
rs1035209 10q24.2 ABCC2/MRP2 19.663/23.754 1,12(1,08-1,16) Whiffin y col Hum Mol Genet 2014 
rs3987 4q26 NDST3 923/2183 1,36 Real LM y col Plos One 2014 
rs72647484 1p36.2 CDC42/WNT4 7577/9979 1,24(1,15-1,33) Al-Tassan y col. Scientific Reports 2015 
rs16941835 16q24.1 
RP11-
58A18.1/ 
FOXL1 
7577/9979 1,24(1,15-1,33) Al-Tassan y col. Scientific Reports 2015 
rs10904849 10p13 CUBN 7577/9979 1,13(1,08-1,19) Al-Tassan y col. Scientific Reports 2015 
rs17094983 14q23.1 RTN1 16.517/14.487 0,87(0,83-0,91) Lemire y col Hum Genet. 2015 
rs12241008 10q25.2 VTI1A 21.344/26.711 1,19(1,12-1,26) Wang H y col. Nat Commun. 2014 
rs12970291 18q22.3 TSHZ1 13.365/40.245 1,27(1,16-1,38) Cheng TH y col Scientific Reports 2015 
rs4711689 6p21.1 TFEB 19.071/34.624 1,12(1,06-1,18) Zeng y col, Gastroenterology 2016 
rs6469656 8q23.3 EIF3H 19.071/34.624 1,12(1,07-1,16) Zeng y col, Gastroenterology 2016 
rs11064437 12p13.3 SPSB2 19.071/34.624 1,14(1,09-1,20) Zeng y col, Gastroenterology 2016 
rs6061231 20q13.3 RPS21 19.071/34.624 1,19(1,12-1,27) Zeng y col, Gastroenterology 2016 
rs992157 2q35 
PNKD/ 
TMBIM1 
13.656/21.667 1,10(1,06-1,13) Orlando G y col HMG 2016 
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5.3- Detección de variantes de número de copia 
Las variantes de número de copia o CNVs (copy number variants) son un tipo de variación 
genética estructural que consiste en duplicaciones o deleciones de fragmentos de ADN 
mayores de 1 kilobase. Pueden encontrarse de forma germinal como variación común en la 
población general o bien tratarse de variantes patogénicas causantes de enfermedades. En el 
caso del cáncer también se pueden encontrar como alteraciones somáticas (Scherer 2007) 
(Figura 16). 
 
Las aberraciones cromosómicas en forma de ganancias o pérdidas de número de copia son 
comunes en cáncer y su estudio es una forma de identificar y validar genes implicados en la 
tumorigenesis (Venkatraman 2007). Para detectar CNVs en todo el genoma de individuos con 
un fenotipo concreto (como el síndrome de Lynch o el CCR familiar) existen técnicas como los 
arrays de genotipado de SNPs y los arrays de hibridación genómica comparada o CGH 
(comparative genomic hybridization). Los arrays de genotipado de SNPs consisten en 
fragmentar una muestra de ADN y marcarla con fluorescencia para después  hibridarla con un 
array de sondas específicas de SNPs de todo el genoma. Si hay una CNV se detectará una 
descompensación en la señal fluorescente en varias sondas contiguas en el genoma que estará 
reflejando una descompensación alélica debido a una duplicación o deleción. De forma similar, 
la hibridación genómica comparada o CGH consiste a grandes rasgos en fragmentar el ADN de 
una muestra control y una muestra a estudiar, marcar cada una con un fluoróforo distinto y a 
continuación hibridarlas con un array de ADN. La intensidad de la señal de un fluoróforo 
comparado con el otro permitirá detectar con precisión las regiones ganadas o perdidas en la 
Deleción 
  
Duplicación 
Figura 16. Alteraciones de número de copia (CNV): deleción y duplicación. 
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muestra a estudiar en relación con la muestra control. Mediante estas técnicas es posible 
detectar CNVs con una gran resolución, permitiendo identificar genes concretos. (Holcomb y 
Trask 2007) (Figura 17). 
 
 
Para detectar amplificaciones o deleciones de forma dirigida a regiones específicas del genoma 
se utilizan técnicas como el MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) que 
consiste en la la ligación de dos fragmentos de ADN específicos con primers en los extremos 
que al unirse forman una sonda que se amplificará y producirá señal. Si hay una CNV se 
detectarán cambios en la señal en esa zona respecto a la muestra control (Figura 18). 
Figura 17.Técnica de hibridación genómica comparada para detectar CNV en el genoma de una 
muestra problema en comparación a una muestra de referencia. Imagen adaptada de 
http://www.phgfoundation.org/array_cgh_ld 
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A raíz de estas metodologías se detectó que deleciones en el gen EPCAM provocaban síndrome 
de Lynch mediante una metilación aberrante del gen MSH2 (Ligtenberg 2009) Esto es debido a 
que el promotor de MSH2 está situado a continuación de EPCAM y se transcribe en el mismo 
sentido. En consecuencia, delecciones en el extremo 3’ de EPCAM que incluyan la cola de 
poliadenilación alterarán la terminación de la transcripción y esto causará un silenciamiento 
epigenético de la región promotora de MSH2. Con el objetivo de encontrar nuevos genes de 
predisposición al CCR familiar, se han buscado CNVs raras como mecanismo mutacional, 
siguiendo distintas estrategias (Tabla 5). En una cohorte de pacientes con CCR de aparición 
temprana con un patrón de herencia recesivo se detectó una duplicación del extremo 5’ del 
gen PTPRJ, la cual causaba una disminución de su expresión debido a que su promotor 
quedaba hipermetilado (Venkatachalam 2010). Otro estudió realizó genotipado de SNPs en 41 
pacientes con CCR familiar y encontró CNVs raras en los genes CDH18, GREM1 y BCR, así como 
en zonas portadoras de los microARNs mir-491 y mir-646 (Venkatachalam 2011). El papel del 
gen GREM1 como gen de predisposición a CCR fue corroborado por Jaeger y col cuando 
estudió mediante análisis de ligamento combinado con arrays de genotipado una familia con 
fuerte agregación para CCR, encontrando una duplicación de 40 kb delante del gen GREM1, la 
cual aumentaba su expresión. Adicionalmente, la búsqueda de CNVs raras permitió la 
detección de una delección que incluía el gen BMPR1A en un paciente con CCR de aparición 
temprana, sugiriendo que este gen podría estar relacionado también con el fenotipo  
mencionado (Fernandez-Rozadilla 2013b). Otro gen de predisposición a CCR encontrado con 
estas técnicas ha sido BUB1, el cual contenía una deleción de 1,7 kb en un paciente con CCR de 
aparición temprana, y para el que su implicación fue validada mediante estudios funcionales 
(de Voer 2013). Otro estudio detectó que el gen FOCAD presentaba deleciones en pacientes 
con poliposis y CCR, pero no en controles (Weren 2015a). Muy recientemente se han buscado 
variantes de número de copia mediante arrays de genotipado en 45 pacientes con CCR familiar 
de tipo X y se han encontrado 35 CNVs raras, destacando una duplicación que engloba 
GALNT11 y KMT2C (Villacis 2015). 
Figura 18. Reacción de MLPA. Adaptado de www.mlpa.com. 
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Autores Pacientes Resultados Estudios adicionales 
Venkatachalam R y 
col 
Gastroenterology 
2010 
CCR de aparición 
temprana 
Duplicación delante del 
gen PTPRJ 
Se observó metilación del promotor 
de PTPRJ y disminución de la 
expresión génica 
Venkatachalam y 
col 2011 Int J 
Cancer 
41 pacientes con 
CCR familiar 
CNVs raras en los genes 
CDH18, GREM1 y BCR, así 
como en zonas portadoras 
de los microARNs mir-491 
y mir-646 
 
Jaeger y col Nature 
Genetics 2012 
1 familia con 
poliposis 
hereditaria mixta 
duplicación de 40 kb 
delante del gen GREM1 
Cribado en casos y controles permite 
detectar la misma duplicación en 1 
caso adicional y 0 controles 
Fernandez-
Rozadilla y col Clin 
Genet 2013b 
32 pacientes con 
CCR de aparición 
temprana 
Delección de 7,32 Mb 
incluyendo 27 genes, 
entre ellos BMPR1A 
 
De Voer y col 
Gastroenterology 
2013 
39 pacientes con 
CCR de aparición 
temprana 
Deleción 1,7 Mb en BUB1 
Células mutadas presentan 
inestabilidad cromosómica, estudios 
funcionales en células muestran que 
BUB1 mantiene la correcta 
segregación cromosómica, función 
que se pierde al delecionarse. Además 
se detectan nuevas mutaciones en 
BUB1 y BUB3 en una cohorte de casos 
con CCR. Estos presentan también 
inestabilidad cromosómica. 
Weren y col J 
Pathol. 2015a 
41 pacientes con 
CCR de aparición 
temprana 
Deleción intragénica en el 
gen FOCAD 
Se cribó el gen el casos y controles, 
encontrándose nuevas deleciones en 2 
casos pero no es controles 
Villacis y col Int J 
Cancer. 2016 
45 pacientes con 
CCR familiar de 
tipo X 
35 CNVs raras destacando 
una duplicación que 
engloba GALNT11 y 
KMT2C 
 
 
5.4- Secuenciación dirigida (Sanger) 
Esta aproximación consiste en encontrar mutaciones causantes de predisposición mediante la 
secuenciación por Sanger de una región del genoma previamente seleccionada en base a 
diferentes criterios, como que esté descrita en estudios de desequilibrio de ligamiento (Guda 
2013), o que sea un hit de GWAS como BMP4 (Lubbe 2010) (Tabla 6). Otra estrategia sería 
limitar la búsqueda de genes a aquellos relacionados funcionalmente con los causantes de los 
síndromes de CCR hereditario, como por ejemplo el cribado de los genes NUDT1 y OGG1, que 
participan en la misma vía de reparación del ADN que MUTYH (Garre 2011). Otra aproximación 
sería seleccionar genes ya implicados en un fenotipo similar al que se está estudiando, como 
en el caso del gen BRCA2, implicado previamente en cáncer de mama y ovario (Garre 2014). La 
limitación de esta estrategia es que no permite desvelar nuevos mecanismos causales alejados 
del conocimiento ya disponible de la enfermedad y es muy sesgada. A modo de validación, 
Tabla 5. Estudios de detección de CNV en CCR familiar. 
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series adicionales de pacientes con CCR familiar han sido secuenciadas para candidatos 
previamente identificados por Sanger como GALNT12 y UNC5C (Segui 2014, Küry 2014, Mur 
2015) sin identificarse nuevas mutaciones candidatas de causar predisposición. En cambio se 
han encontrado nuevas mutaciones probablemente patogénicas en cohortes adicionales de 
CCR familiar en los genes BMPR1A (Greenman 2007) y BRCA2 (Yurgelun 2015) reforzando su 
papel como candidatos de predisposición.  
 
Autor Pacientes 
Genes/ 
Regiones 
secuenciadas 
Motivo de elección Resultados 
Lipton y col. J 
Med Genet. 
2003 
47 pacientes 
con poliposis 
adenomatosa 
no filiada 
APC2, GSK3-β, 
conductina, 
SMAD4, y 
BMPR1A 
Implicación previa de la 
vía de Wnt y TGF-B en el 
desarrollo de adenomas 
Una variante probablemente 
deletérea en BMPR1A 
Guda y col. 
PNAS 2009 
272 pacientes 
con CCR y 192 
controles 
GALNT12 
Localización en 9q21-33, 
cerca de la región 
previamente identificada 
en estudios de ligamiento 
Siete variantes deletéreas 
que afectan la función 
proteica en los casos con 
CCR. En controles seis 
variantes que no afectan su 
función 
Lubbe y col 
Human 
Mutation 
2010 
504 pacientes 
con CCR y 524 
controles 
BMP4 
Gen previamente 
asociado a CCR en 
estudios de GWAS 
Diversas variantes en casos y 
controles, destacando en un 
caso una variante 
probablemente deletérea 
que afectaría la interacción 
con BMPR1A 
Garre y col. 
Clin Cancer 
Res. 2011 
42 familias con 
CCR familiar de 
tipo X 
MUTYH, 
OGG1 y 
NUDT1 
Genes de la vía de 
señalización BER, 
implicada en CCR 
Se detectaron dos variantes 
raras (OGG1 p.R46Q, MUTYH 
p.G382D) con segregación 
correcta con CCR. OGG1 
p.R46Q afecta al splicing 
Coissieux y 
col 
Gastroenterol
ogy 2011 
235 pacientes 
con CCR y 500 
controles 
UNC5C 
La expresión de este gen 
está reducida en muchos 
tumores colorrectales, 
además ratones mutados 
presentan mayor 
incidencia de CCR 
Se detectan cuatro variantes 
candidatas, que son cribadas 
en casos y controles 
adicionales, permaneciendo 
una sola de las variantes 
(p.Ala628Lys) asociada a 
CCR. Estudio funcionales 
muestran que la variante 
reduce la apoptosis 
Garre y col 
Clin Genet. 
2014 
48  pacientes 
con CCR familiar 
de tipo X 
BRCA2 
Implicación previa del gen 
en predisposición a otras 
neoplasias 
Tres variantes de cambio 
aminoacídico 
probablemente deletéreas y 
una variante frameshift, 
todas con segregación 
familiar correcta y LOH 
 
 
 
Tabla 6. Estudios de secuenciación Sanger dirigidos a encontrar mutaciones de predisposición a 
CCR en genes candidatos. 
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5.5- Secuenciación de nueva generación 
5.5.1- Concepto 
La secuenciación de nueva generación (NGS, Next generation sequencing) es un conjunto de 
nuevas tecnologías posteriores a la secuenciación por Sanger, las cuales se basan en la 
preparación de la muestra de ADN a secuenciar, la propia secuenciación y el análisis 
bioinformático de los datos obtenidos (Metzker 2010). Es un método que permite producir 
cantidades enormes de datos a un precio relativamente reducido, realizándose la 
secuenciación de miles de fragmentos del ADN genómico simultáneamente y de manera 
masiva. Debido al gran volumen de datos generado, el análisis es la mayor dificultad que 
entrañan estas tecnologías, pues después de la secuenciación la variante de interés será 
mostrada junto con miles de otras variantes presentes en el genoma de cada organismo. Así, 
corresponderá a la persona que diseñe el experimento crear estrategias para seleccionar de 
forma correcta las variantes causantes del fenotipo de interés. El funcionamiento de esta 
tecnología puede variar en algunos pasos según el tipo de aparato secuenciador que se utilice. 
Primeramente, la preparación de la muestra requiere la fragmentación del ADN genómico y la 
unión de fragmentos de ADN de secuencia conocida llamados “adaptadores” en los extremos 
(Figura 19).  
El siguiente paso para la mayoría de secuenciadores consiste en la amplificación por PCR de 
cada fragmento de ADN genómico, que permitirá detectar con mayor intensidad la señal 
fluorescente producida durante la secuenciación. Para amplificar el ADN existen dos métodos: 
la amplificación en fase sólida (usada por los secuenciadores de Illumina) y la PCR en emulsión 
(usada por las tecnologías de secuenciación 454 de Roche). La primera consiste en hibridar los 
fragmentos con sus adaptadores a otros adaptadores unidos a una superficie sólida, lo que 
Adaptadores Fragmentación del ADN 
Figura 19. Generación de librerías a partir del ADN muestral.  El ADN es fragmentado y a cada 
fragmento  se le unen adaptadores de secuencia conocida. 
Introducción 
45 
provocará la retención de los fragmentos a esta superficie. Mediante primers 
complementarios a los adaptadores se procede entonces a amplificar los fragmentos 
generando miles de clústeres de amplificación (Figura 20 A).  
 
En el caso de la PCR en emulsión, cada fragmento de ADN de cadena simple es capturado en 
una microgota con los reactivos necesarios para la amplificación por PCR, generando en cada 
gota miles de copias de un fragmento (Figura 20 B).  
 
Fragmento 
de ADN 
Primers unidos de forma covalente 
y amplificación por puente 
Clústeres generados 
mediante amplificación 
Figura 20 A. Amplificación en fase sólida usada por los secuenciadores Illumina. Los primers 
forward y reverse son unidos covalentemente y  a una gran densidad a una superficie. Los 
fragmentos de ADN muestral con los adaptadores unidos son hibridados a los primers, y 
amplificados in situ mediante la unión del extremo libre del ADN al primer complementario de la 
superficie. Los múltiples ciclos de desnaturalización y extensión resultan en la amplificación 
localizada en clústeres a lo largo de la superficie. Figura adaptada de Casey (2013). 
Amplificación Disociación 
del molde 
Figura 20 B. PCR de emulsión utilizada en secuenciadores como 454 y Life Technologies. En la PCR 
de emulsión, los fragmentos con los adaptadores son separados en cadenas de ADN sencilla y 
capturadas en micro gotas en condiciones que favorezcan la captura de una molécula de ADN en 
cada micro gota. En estas micro gotas están todos los reactivos necesarios para la amplificación por 
PCR, incluyendo primers universales complementarios a los adaptadores de los fragmentos del ADN 
muestral. A continuación, las moléculas de ADN ya amplificadas y separadas espacialmente se unen 
físicamente a un soporte sólido para la secuenciación. Figura adaptada de Casey (2013). 
Micro gotas portadoras 
de primers universales, 
fragmento de ADN de 
cadena simple 
Una vez amplificado el ADN, 
puede ser inmovilizado en un 
substrato 
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Posteriormente a la amplificación por PCR de cada fragmento de ADN genómico, se realiza la 
secuenciación. Ésta se produce mediante nucleótidos marcados de manera reversible con un 
terminador (el cual impide que continúe la reacción de polimerización del ADN) y un 
fluoróforo, que es diferente para los distintos nucleótidos (adenina, guanina, timina o citosina) 
(Figura 21).  
 
 
El nucleótido marcado que sea complementario a la primera base del clúster se unirá 
impidiendo que se añadan más nucleótidos a continuación y emitirá una señal fluorescente. 
Esta señal será detectada mediante un sistema de captura de luz, que identificará qué 
nucleótido se ha unido en función del fluoróforo. Después se eliminará el fluoróforo 
terminador del primer nucleótido y se unirá el siguiente nucleótido marcado que se 
identificará por su señal fluorescente, así hasta que se haya secuenciado todo el clúster. Este 
proceso ocurre simultáneamente en todos los clústeres de ADN, y se obtendrá la secuencia de 
los distintos fragmentos amplificados. Finalmente, las secuencias de los fragmentos serán 
ordenadas mediante un programa informático utilizando una secuencia de un genoma de 
referencia y los nucleótidos que difieran de esta secuencia serán reportados como variantes. 
Otro programa realizará la anotación de las variantes, que consiste en reportar información 
Figura 14. Secuenciación por síntesis. Se añaden los diferentes nucleótidos (T,C,G,A) marcados con 
diferentes fluoróforos cuya señal es captada por un sistema de imagen paralelamente para cada 
fragmento. Una molécula terminadora impide la adicción del siguiente nucleótido hasta que la señal 
fluorescente es captada. A continuación se elimina el fluoróforo y el terminador, y se añaden más 
nucleótidos marcados, repitiendo el ciclo de extensión, detección de la señal y eliminación del 
fluoroforo y el terminador hasta que se secuencia todo el fragmento. Imagen adaptada de Guo 
(2009). 
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sobre éstas, como su frecuencia en bases de datos de variación genética o el efecto de la 
variante en la secuencia de aminoácidos (sinónima, cambio aminoacídico, splicing, pérdida de 
la pauta de lectura). También se anotan predicciones bioinformáticas de diferentes 
herramientas in silico como SIFT o Polyphen (Kumar 2009, Adzhubei 2013) que serán útiles 
para saber si una variante de cambio de aminoácido (en inglés missense) tiene mayor o menor 
probabilidad de afectar la función proteica. En base a la información disponible de las 
variantes y otros datos como el patrón de herencia esperado, o si se han secuenciado las 
variantes de otros individuos con la misma condición, se procederá a elegir la variante o 
variantes candidatas de producir un fenotipo  determinado.  
5.5.2- Secuenciación del genoma completo y secuenciación del exoma completo 
Con el fin de detectar variación genética patogénica, es posible secuenciar el genoma 
completo (whole-genome sequencing, WGS) o capturar y secuenciar únicamente regiones 
específicas de interés (secuenciación dirigida). Por otro lado, la secuenciación del exoma se 
centra en el genoma codificante (1% del genoma), regiones intrónicas flanqueantes y algunos 
ARN no codificantes (Ng 2009). Esta es una estrategia más económica que la secuenciación del 
genoma completo y es útil para detectar variantes de alta penetrancia, ya que en las 
enfermedades mendelianas aproximadamente el 85% de las mutaciones causantes están 
situadas en regiones codificantes (Botstein 2003). Otra ventaja de centrarse en el exoma 
aparte del abaratamiento en los costes es que la cobertura media de las regiones secuenciadas 
es mayor. La cobertura de una región del genoma es el número de fragmentos secuenciados 
superpuestos en esa región, y su aumento comporta una mayor fiabilidad de las variantes 
detectadas. Por último, el secuenciar únicamente el genoma codificante conlleva una mayor 
simplicidad del análisis bioinformático. Sin embargo, el no poder detectar variantes fuera de 
los exones y los intrones colindantes hace que algunas variantes patogénicas situadas en 
enhancers distantes u otros elementos reguladores de la expresión génica sean pasadas por 
alto. Además, la inferencia de variantes de número de copia es más difícil en el caso de la 
secuenciación del exoma comparado con la secuenciación del genoma completo (Zhao 2013). 
Aparte de la secuenciación del exoma, otra aplicación de la NGS dirigida es la utilización de 
paneles de genes ya establecidos como causantes de una enfermedad para el diagnóstico 
clínico, como por ejemplo los genes reparadores causantes del síndrome de Lynch (Pritchard 
2012). También pueden usarse paneles constituidos por múltiples genes candidatos de 
predisposición a una enfermedad con el fin de ampliar el conocimiento de estos genes 
mediante el cribado en múltiples casos y el análisis de las mutaciones detectadas. Esta 
estrategia para caracterizar genes de predisposición sería igual al cribado mutacional por 
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Sanger pero permitiría seleccionar un número mucho mayor de genes debido al menor coste 
de secuenciación. Recientemente, se publicó un cribado de 1.260 individuos afectos con CCR 
de tipo X mediante un panel de genes implicados en predisposición a distintos tipos de cáncer, 
identificándose los genes BRCA1 y BRCA2 como portadores de mutaciones en 15 casos. 
Además también se encontraron mutaciones en ATM, BARD1, BRIP1, CHEK2, NBN, PALB2, 
RADS1C, así como en APC y STK11 (Yurgelun 2015). 
5.5.3-Secuenciación del exoma completo para detectar nuevos genes de predisposición al 
cáncer colorrectal familiar 
5.5.3.1- Selección de familias 
La elección de los individuos que serán secuenciados con el fin de encontrar variantes de 
predisposición a una enfermedad es un paso crítico para el éxito del estudio. Para las 
enfermedades con heterogeneidad genética como el cáncer, se pueden usar distintas 
estrategias, incluyendo entre otras la selección de familias con una fuerte agregación para la 
enfermedad o la secuenciación de casos esporádicos con aparición temprana de la patología, 
siendo ambas posibilidades sugestivas de predisposición genética. Si nos centramos en familias 
con varios miembros afectados, la secuenciación del mayor número de afectos posibles nos 
permitirá elegir las variantes compartidas entre estos, reduciendo el número de falsos 
positivos. No obstante, hay que tener en cuenta que a partir de una edad avanzada es muy 
posible la presencia de fenocopias, casos de cáncer esporádico debidos al envejecimiento y a 
factores ambientales compartidos en la familia. Para minimizar el riesgo de secuenciar 
fenocopias, es recomendable elegir individuos con una edad de aparición del cáncer menor a 
la que se esperaría en casos esporádicos. En caso de que una enfermedad presente 
penetrancia completa y se disponga de muestra de familiares no afectos con una edad 
superior a la del desarrollo de la patología, es posible secuenciar éstos no afectos para 
descartar las variantes que tengan en común con sus familiares afectos. En el caso del cáncer 
esta estrategia no es recomendable ya que para la mayoría de genes de predisposición 
conocidos no existe penetrancia completa. Por otro lado, si se secuencian casos esporádicos 
de aparición temprana, se seleccionarán genes que tengan variantes que afecten la secuencia 
proteica en diferentes individuos de las distintas familias. 
5.5.3.2- Filtrados 
Típicamente se detectan de 20.000 a 50.000 variantes por exoma (Gilissen 2012). Para 
distinguir la variante patogénica entre los miles de falsos positivos es necesario establecer 
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ciertos criterios de selección. Para eliminar errores de secuenciación será necesario excluir las 
variantes que no tengan un mínimo de cobertura, es decir que la posición del genoma donde 
se encuentre la variante haya sido secuenciada un mínimo de veces, existiendo por tanto un 
número de fragmentos genómicos superpuestos en esa posición (típicamente 5x-10x).  
Además si buscamos mutaciones germinales, cierto porcentaje del total de estos fragmentos 
genómicos debe ser portador de la variante (típicamente más del 20% de los fragmentos para 
variantes heterocigotas y más del 80% para las homocigotas) (Gilissen 2012) (Figura 22).  
 
Otros filtros que se pueden hacer dependen del modo de herencia, la heterogeneidad 
genética, la penetrancia y la frecuencia de la enfermedad en la población general. Si se 
presenta un patrón de herencia mendeliano, se podrán seleccionar las variantes heterocigotas 
en el caso de un patrón de herencia dominante y las homocigotas o en heterocigosis 
compuesta en el caso de un patrón recesivo (Figura 23). Sin embargo, las variantes en las 
regiones no pseudoautosómicas en el cromosoma X en el caso de herencia dominante también 
deberán tenerse en cuenta. En los hombres estas variantes serán anotadas como homocigotas 
Figura 22. Detección de variantes en fragmentos de ADN secuenciados y ordenados con la 
secuencia del genoma humano de referencia GRCh_37. Las posiciones donde el nucleótido 
secuenciado difiere con el nucleótido de referencia son marcadas como variantes. La cobertura para 
una posición nucleotídica o una región determinada es el número de fragmentos diferentes que se 
solapan en esa posición o región. En el caso del ADN germinal, las variantes detectadas en menos 
del 20% de los fragmentos son susceptibles de ser falsos positivos. Imagen extraída de 
http://blogs.nature.com/news/2012/12/expert-tours-his-own-exome-and-finds-mainly-false-
alarms.html. 
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pero deberá evitarse su filtrado. Como se ha mencionado anteriormente, la disponibilidad de 
varios afectos secuenciados dentro de una familia permite seleccionar las variantes 
compartidas entre éstos. Si es una familia lo suficientemente grande como para realizar 
análisis de desequilibrio de ligamiento, seleccionar las variantes situadas dentro de esas 
regiones en desequilibrio de ligamento con la enfermedad permite acotar aún más el número 
de candidatas. En el caso de secuenciarse distintos individuos con aparición temprana de la 
enfermedad se seleccionarán los genes que tengan variantes en más de un individuo como 
candidatos. Si existe penetrancia completa se pueden secuenciar individuos controles y excluir 
las variantes que estén compartidas con los individuos afectos.  
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La frecuencia de la enfermedad en la población general también es un criterio importante a 
considerar. Para una enfermedad rara y genéticamente heterogénea como es el CCR 
hereditario/familiar, donde además ya existen genes mayoritarios identificados, la frecuencia 
de las variantes en la población general se espera que sea baja, especialmente cuando existe 
herencia dominante. Otro filtrado típico es la selección de las variantes que afecten la 
secuencia de proteínas, como las missense (substitución aminoacídica), frameshift (cambio de 
la pauta de lectura), variantes de splicing canónico (+1,-1,+2,-2 nucleótidos de distancia de los 
exones) o de terminación de la proteína, excluyendo las variantes sinónimas, o las situadas en 
los UTR o en zonas intrónicas más alejadas del exón.  
5.5.3.3- Priorización 
El filtrado concluye con la obtención de un conjunto de variantes para cada individuo o familia, 
que posiblemente sea aún demasiado extenso para distinguir cual es la causante del fenotipo a 
estudiar. Una aproximación lógica para reducir el número de variantes es priorizar aquellas 
situadas en genes previamente implicados en la enfermedad. Además, debido a que las 
proteínas implicadas en una enfermedad determinada tienden a interactuar entre ellas 
físicamente, otra estrategia de priorización es seleccionar variantes en genes cuyos productos 
interaccionan con los de genes implicados previamente en la enfermedad (Lim 2006). 
Adicionalmente, el conocimiento de las vías de señalización implicadas en la enfermedad 
puede ser útil para priorizar los genes cuya función biológica esté relacionada con esas vías. 
Por otro lado, las variantes missense pueden priorizarse en función de si las predicciones 
bioinformáticas anotadas (como Polyphen, SIFT etc.) indican una alta probabilidad de 
alteración de la función proteica. Finalmente, las variantes missense también pueden 
priorizarse según si afectan dominios importantes (como por ejemplo el dominio de unión al 
DNA en una polimerasa) o residuos con modicaciones translacionales (glicosilaciones, 
fosforilaciones, etc). Una vez seleccionadas la variante o variantes de mayor interés, estudios 
posteriores deberán confirmar su papel en el desarrollo de la enfermedad.  
 
 
Figura 23. Diferentes pedigrees representativos de los diferentes tipos de mutación patogénica y 
la transmisión de su herencia. Los afectos están indicados con un relleno de color morado y los 
portadores sanos, con un círculo negro en el centro. Las estrellas resaltan el conjunto de variantes 
entre las cuales se espera que esté la mutación causante de la enfermedad. Figura adaptada de 
Boycott (2013). 
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5.5.3.4- Validación por Sanger 
Pese a la gran precisión de las tecnologías NGS existe un mínimo de error asociado, y debido a 
la gran cantidad de datos generados, la posibilidad de detectar falsos positivos es una realidad 
que debe subsanarse mediante la validación de las variantes candidatas mediante una 
tecnología alternativa, como por ejemplo la secuenciación por Sanger (Ulahannan 2013). 
5.5.3.5- Segregación 
El análisis de segregación de las variantes candidatas en los familiares no secuenciados permite 
comprobar si la variante candidata en aquella familia segrega correctamente con la 
enfermedad. Así, los miembros afectos deben ser portadores y los no afectos con una edad 
suficientemente avanzada para haber expresado la enfermedad no deben ser portadores. No 
obstante, se debe ser cuidadoso debido a que en ocasiones puede haber penetrancia 
incompleta, lo que provoca que individuos sanos de edad avanzada puedan ser portadores y 
nunca expresar la enfermedad, pese a tener el alelo mutado que confiera una gran 
predisposición potencial a padecerla.  
5.5.3.6- Otros estudios: Pérdida de heterocigosidad, estudios de splicing, estudios de 
expresión, estudio del perfil mutacional somático 
En el caso del cáncer hereditario, la pérdida de heterocigosidad (LOH) del alelo normal en el 
ADN tumoral puede ser sugestiva de que el gen candidato es un supresor tumoral, pues esta 
pérdida de heterocigosidad sería el segundo hit necesario para inactivar el gen, iniciando la 
tumorigenesis. No obstante en genes supresores de tumores el segundo hit inactivador puede 
producirse también por mutación puntual y por metilación. Además algunos supresores de 
tumores presentan haploinsuficiencia y no es necesaria la pérdida del alelo normal para 
desencadenar la tumorigenesis, por tanto la presencia de LOH no debe usarse como criterio de 
validación sino como una información adicional.  
Los estudios de splicing servirán para validar el efecto las variantes situadas en los sitios 
donadores y aceptores de exones. Cuando la variante candidata de predisposición está situada 
en zonas intrónicas que se espera que afecten el correcto ensamblaje de los intrones se 
pueden realizar estudios del splicing. El splicing aberrante en las personas portadoras de la 
variante candidata se puede comprobar mediante la extracción de ARN y secuenciación 
dirigida de los exones flanqueantes en el ADN, para detectar alteraciones. Por último, los 
estudios de expresión permiten estudiar si efectivamente hay una reducción en la cantidad de 
transcrito o de proteína en los portadores respecto a los no portadores. En el caso de haberse 
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detectado LOH, se puede ver si el tumor tiene una expresión reducida respecto al tejido sano. 
Para cuantificar la expresión génica a nivel de ARN se puede realizar PCR cuantitativa del 
ADNc, y para la pérdida de expresión proteica se puede realizar inmunohistoquímica o 
Western blot. 
5.5.3.7- Cribado en casos y controles 
Los estudios caso-control son útiles para ayudar a definir el impacto de la variante en el riesgo 
a causar la enfermedad. La identificación de la misma variante (o una variante con un efecto 
equivalente en el mismo gen) en casos adicionales pero no en controles apoya la existencia de 
una causalidad gen-enfermedad. En el caso de genes con una penetrancia incompleta, 
encontraremos un enriquecimiento de variantes patogénicas en casos respecto a controles, 
pero siempre habrá una pequeña fracción de individuos sanos mutados.  
5.5.3.8- Estudios funcionales 
El hecho de identificar un cambio genético poco frecuente que afecte la expresión o la función 
proteica no es una evidencia suficientemente sólida como para relacionarlo directamente con 
la enfermedad (MacArthur 2014). Realizar estudios funcionales es el paso definitivo que 
demostrará que la variante candidata es efectivamente la mutación causante de la 
predisposición genética a la enfermedad estudiada. Un ejemplo es realizar ensayos en cultivos 
celulares o en modelos animales donde la variante se introduce por mutagénesis dirigida, y a 
continuación se estudia si el organismo modelo muestra un fenotipo similar a la enfermedad 
estudiada. Además de corroborar el papel patogénico de la mutación, también se realizan 
ensayos funcionales para identificar cual es el mecanismo molecular por el que se 
desencadena la patología. Se pueden estudiar las interacciones entre el producto del gen 
mutado y otras proteínas pertenecientes a una vía de señalización determinada mediante 
inmunoprecipitación de proteínas seguida de Western blot. En el caso de factores de 
transcripción se puede estudiar si la unión con el DNA está afectada por la variante mediante 
inmunoprecipitación de la cromatina (Chromatin Immunoprecipitation o ChIP) en el caso de 
disponer de un cultivo celular portador de la variante a estudiar. 
6- Estudios previos de selección de genes candidatos de predisposición al CCR 
Con el fin de identificar variantes de alta penetrancia que predispongan a CCR familiar, 
diferentes estudios de secuenciación del exoma se han realizado en diferentes cohortes de 
pacientes afectados, siguiendo distintas estrategias de filtrado y priorización, que han 
permitido en cada caso generar una lista de variantes en genes candidatos que potencialmente 
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causarán la enfermedad. Esta estrategia es útil para focalizar los esfuerzos de la investigación 
en una dirección como puede ser la detección de variantes en el mismo gen en cohortes 
independientes de individuos afectos. Además, la detección de diferentes genes candidatos de 
una misma vía de señalización puede poner sobre aviso a los investigadores que esa vía puede 
ser importante para el desarrollo de la enfermedad. Varios estudios se han realizado en base a 
esta estrategia de identificación de genes, y así se han señalado varios candidatos de 
predisposición a CCR familiar (Tabla 7). A continuación se detallarán los estudios realizados y 
los genes candidatos identificados hasta el momento.  
 
Autores cohorte Criterios de selección Genes identificados 
Estudios 
posteriores 
Smith y col 2013 
50 pacientes con CCR 
esporádico incluyendo 18 
casos con aparición 
temprana 
Lista de 1138 genes con 
función implicada en cáncer + 
inactivación bialélica en ADN 
tumoral 
FANCM, LAMB4, 
PTCHD3, LAMC3 y 
TREX2 
Cribado 
mutacional de 
FANCM en casos 
y controles 
DeRycke y col 
2013 
40 casos de 16 familias 
con agregación para CCR 
Variantes compartidas dentro 
de cada familia 
CENPE y KIF23 
Segregación en 
familiares 
adicionales 
Gylfe y col 2013 
96 casos independientes 
con CCR familiar 
Variantes de pérdida de 
función compartidas en dos o 
más individuos 
UACA, SFXN4, 
TWSG1, PSPH, 
NUDT7, ZNF490, 
PRSS37, CCDC18, 
PRADC1, MRPL3, y 
AKR1C4. 
LOH y cribado 
mutacional en 
casos y controles 
Tanskanen y col 
2015 
22 pacientes con CCR de 
aparición temprana 
Variantes en genes mutados 
en una cohorte de 95 casos 
de CCR con agregación 
familiar o variantes con 
inactivación bialélica 
ADAMTS4, CYTL1, 
SYNE1, MCTP2, 
ARHGAP12, ATM, 
DONSON y ROS1 
 
Goldberg y col 
2015 
2 pacientes con fallo 
ovárico, CCR y poliposis 
de 1 familia consanguinia 
Variantes deletéreas en 
homocigosis 
MCM9 
Cribado de 170 
casos adicionales 
Spier y col 2016 
7 pacientes con poliposis 
para los que además del 
ADN germinal se 
secuencia el ADN de 
tejido polipósico. 
Variantes en genes con 
inactivación bialélica o 
mutados en una cohorte de 
191 casos adicionales con 
poliposis 
DSC2, PIEZO1 y 
ZSWIM7 
 
De Voer y col 2016 
55 pacientes con CCR de 
aparición temprana 
Genes con variantes en dos o 
más individuos 
PTPN12 y LRP6 
Cribado 
mutacional en 
casos y ensayo in 
vitro de la 
activación de 
Wnt en las 
variantes de 
LRP6 
Thutkawkorapin y 
col 2016 
3 pacientes de 1 familia 
con fuerte agregación 
para CCR y cáncer de 
estómago 
Variantes con correcta 
segregación en 2 familiares 
adicionales con CCR 
DZIP1L, PCOLCE2, 
IGSF10, SUCNR1, 
OR13C8, EPB41L4B, 
SEC16A, NOTCH1, 
TAS2R7, SF3A1, 
GAL3ST1 y TRIOBP 
Cribado de los 
genes 
candidatos en 98 
casos con CCR 
 
 
Tabla 7. Estudios de secuenciación de exomas completos en el campo del CCR familiar. Cada 
estudio ha permitido la identificación de distintos genes candidatos de predisposición. 
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7. Nuevos genes de predisposición germinal al cáncer colorrectal 
Algunos genes han sido seleccionados como candidatos de predisposición a CCR a partir de 
estudios de secuenciación de nueva generación o mediante detección de CNVs y 
posteriormente se han confirmado mediante estudios funcionales. Estos estudios han 
permitido dilucidar el mecanismo por el cual una mutación determinada en un gen causa la 
pérdida de funcionalidad de la proteína codificada, afectando a un mecanismo celular 
implicado en la tumorigenesis. Este último paso es necesario para concluir que un gen está 
implicado en predisposición a una enfermedad como puede ser el CCR familiar. Los genes 
identificados hasta el momento se detallan a continuación.  
7.1- GREM1 
En una familia con poliposis hereditaria mixta se realizó un estudio desequilibrio de ligamiento 
combinado con análisis de CNV con el fin de encontrar la causa de predisposición genética. Así, 
se detectó una duplicación de 40 kb situada upstream del gen GREM1 (Jaeger 2012). Usando 
RT-qPCR e inmunohistoquímica se demostró que los portadores presentaban una expresión 
aumentada de GREM1 y una distribución ectópica en el epitelio colónico normal. Se demostró 
también que mediante inmunoprecipitación de la cromatina que la duplicación contenía 
regiones de unión a factores de transcripción activadores. Además se hicieron ensayos con una 
línea celular transfectada con un plásmido portador de la duplicación y se midió la activación 
del gen GREM1 mediante ensayos con luciferasa, demostrando que la introducción del 
fragmento duplicado en esas células era capaz de activar la transcripción más de cuatro veces 
(Jaeger 2012). Otro estudio detectó en una familia con poliposis atenuada con herencia 
dominante una duplicación de 16 kb que contenía sitios de unión de factores de transcripción 
y mediante estudios funcionales se demostró que predisponía a la enfermedad con herencia 
dominante (Rohlin 2016). Previamente al descubrimiento de estas variantes de alta 
penetrancia, se había reportado mediante un estudio de GWAS una variante de baja 
penetrancia en GREM1, que confería un riesgo modesto de padecer CCR (Tomlinson 2008). 
GREM1 actúa como oncogén inhibiendo la vía de señalización no canónica de BMP (bone 
morphogenetic protein), lo que provoca una inhibición de la diferenciación celular y la 
activación del fenotipo de célula madre pluripotente por todo el epitelio colónico, 
desencadenando el desarrollo de pólipos. (Figura 24). La vía de BMP se ha visto previamente 
implicada en la poliposis juvenil, que está causada por mutaciones en BMPR1A y SMAD4. 
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7.2- BUB1/BUB3 
Con el objetivo de detectar nuevos genes de predisposición al CCR, se hicieron estudios de 
detección de CNV a nivel genómico en 39 pacientes con CCR de aparición temprana (de Voer 
2013). En un paciente se detectó una microdeleción de aproximadamente 1,75 Mb en el gen 
BUB1, que resultaba en una pérdida de expresión de la proteína codificada. El análisis 
citogénetico en fibroblastos y linfocitos del portador reveló un gran número de alteraciones 
cromosómicas. Mediante la generación de una línea celular mutante BUB1+/-se detectó un 
número aberrante de ganancias y pérdidas cromosómicas y se confirmó así que este gen es 
necesario para el mantenimiento de la estabilidad cromosómica y que un solo alelo no es 
suficiente para mantener su función (haploinsuficiencia). Posteriormente se secuenció el 
exoma de 33 pacientes adicionales con CCR de aparición temprana y se detectaron dos 
variantes de pérdida de función en BUB1 y una variante de cambio de aminoácido en el gen 
BUB3, que está relacionado funcionalmente con el anterior. Finalmente, un cribado de casos y 
controles en estos genes permitió la detección de dos variantes adicionales en BUB3 en casos 
pero no en controles. Estos casos también presentaban alteraciones cromosómicas en el ADN 
de sus linfocitos. Así quedó demostrado que mutaciones germinales en estos dos genes 
Figura 21. Cascada de señalización de BMP y su regulación por GREM1. Los pro-pétidos son 
procesados para generar dímeros maduros que se unen a dos copias de los receptores de BMP de 
tipo I y II. Esta unión conlleva la fosforilación de los receptores de tipo I, que provoca su activación y 
la fosforilación por este receptor de las proteinas Smad1/5/8. Estas dimerizan con Smad4 y se 
acumulan en el núcleo donde median cambios en la expresión génica. La regulación de esta vía 
ocurre mediante antagonistas extracelulares como GREM1 y NOG y de forma intracelular mediante 
otros antagonistas. Figura adaptada de Brazil (2015). 
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predisponen a CCR de aparición temprana con herencia autosómica dominante. Es importante 
señalar que además de CCR algunos de los pacientes portadores presentaban otros tumores 
primarios, como ovario, mama, pulmón, linfoma, riñón, esófago y estómago, ampliándose el 
espectro fenotípico de predisposición para estos genes. En cuanto a su función biológica, BUB1 
y BUB3 participan en el punto de control del ensamblaje del huso mitótico además de ser 
necesarias para el correcto alineamiento de los cromosomas, por tanto son necesarias para la 
correcta segregación cromosómica durante la mitosis (Johnson 2005, Zhang 2014). El 
mecanismo por el cual se desarrolla el cáncer es por la generación de CIN, que deriva de una 
incorrecta segregación derivada de la pérdida de estas proteínas.  
7.3- POLE/POLD1 
7.3.1- Identificación  
Los genes POLE y POLD1 fueron establecidos como causantes de predisposición a CCR 
mediante la secuenciación del genoma completo en familias con agregación para poliposis 
múltiple y CCR de aparición temprana (Palles 2013). Los datos obtenidos de la secuenciación 
fueron contrastados con los resultados del análisis de desequilibrio de ligamiento que estaba 
disponible para algunas familias, lo que limitó en éstas la selección de variantes candidatas a 
las regiones en desequilibrio de ligamiento. Así, se encontró la variante p.L424V en el gen POLE 
en una familia y la variante p.S478N en el gen POLD1 en dos familias independientes. Un 
cribado posterior de estas variantes en 3.085 casos con CCR y 10.755 controles permitió la 
detección de la variante en el gen POLE en 12 casos adicionales y la variante en el gen POLD1 
en un caso adicional, estando ambas variantes ausentes en controles. A continuación se 
procedió a analizar el efecto de la mutación p.S478N en la capacidad correctora de errores de 
las polimerasas mediante mutagénesis dirigida en Schizosaccharomyces pombe, mutando el 
residuo equivalente en los genes ortólogos de esta levadura y demostrando que estos cambios 
realmente alteraban la función proteica, ya que provocaban un fenotipo hipermutador en la 
levadura. Este fenotipo se caracteriza por una alta tasa de cambios en el genoma, lo que hace 
que una levadura con un fenotipo determinado, como la incapacidad de crecer en medios 
deplecionados de adenina, revierta ese fenotipo y obtenga la capacidad de formar colonias en 
ese medio. Para la mutación p.L424V ya existían estudios funcionales realizados por grupos 
independientes en levadura que respaldaban su patogenicidad (Murphy 2006). De esta 
manera estos dos genes fueron establecidos como causantes de predisposición a CCR 
hereditario. 
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7.3.2- Estudios posteriores 
Con el fin de conocer mejor el espectro mutacional y las características clínicas asociadas a 
este síndrome, definido como síndrome asociado a la actividad reparadora de la polimerasa 
(Briggs 2013) se han realizado diferentes estudios. (Figura 25, Tabla 8). Las mutaciones 
descubiertas en POLE y POLD1 por Palles y col han sido reportadas un total de 24 y 4 veces 
respectivamente, con una frecuencia que va del 0% al 1,5% en las diferentes cohortes 
estudiadas. Además, se han descubierto nuevas mutaciones con evidencia funcional de 
patogenicidad en POLE (p.Y458F, p.W347C, p.D368V) y en POLD1 (p.L474P, p.D316H, p.D316G, 
p.R409W) (Valle 2014, Chubb 2015, Hansen 2015, Bellido 2015, Aoude 2015). En la mayoría de 
los casos ya existían estudios realizados en levadura, E.coli, el virus del herpes simplex o en 
bacteriófago T4, que demostraban que estas mutaciones afectaban la función de las 
polimerasas (Derbyshire 1991, Soengas 1992, Abdus Sattar 1996, Hwang 1997, Murphy 2006), 
a excepción del estudio de Aoude y col, que realizó el ensayo funcional posterior al 
descubrimiento de la mutación p.W347C en POLE, demostrando su patogenicidad. Otro 
descubrimiento ha sido la ampliación del espectro de neoplasias de este síndrome.  
Mutaciones en POLE predisponen a adenomas múltiples, CCR, endometrio, ovario, cerebro, 
páncreas, intestino delgado y melanoma cutáneo (Rholin 2014, Hansen 2015, Bellido 2015, 
Aoude 2015), mientras que mutaciones en POLD1 predisponen a adenomas múltiples, CCR, 
endometrio y mama (Valle 2014, Chubb 2015, Bellido 2015). Además se ha encontrado que 
alteraciones genéticas en POLE pueden predisponer a tumores colorrectales con MSI debido a 
que facilitan la acumulación de mutaciones somáticas en los genes reparadores de Lynch 
(Elsayed 2015). 
 
 
 
 
 
Figura 22. Mutaciones germinales encontradas en el dominio exonucleasa de POLD1 y POLE. Los 
motivos conservados en la evolución exo I-V del dominio están marcados en verde. 
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Tabla 8. Estudios que han permitido identificar mutaciones en los genes POLE Y POLD1 posteriores a 
su descubrimiento como genes de predisposición a CCR. 
Autores Método Pacientes Resultados Conclusiones principales 
Valle y 
col. 2014 
Sondas Taqman o 
secuenciación 
Sanger del 
fragmento que 
contiene las 
mutaciones 
858 pacientes 
con poliposis 
y/o CCR de 
aparición 
temprana 
1 caso con POLE p.L424V de 
novo y 1 caso con POLD1 
p.L474P (nueva mutación, 
con estudios funcionales ya 
hechos en levadura) 
Las mutaciones en POLE 
pueden tener herencia de 
novo. Se amplía el espectro 
mutacional de POLD1 
Rholin y 
col 2014 
WES 
1 familia con 
agregación para 
CCR, adenomas 
y otras 
neoplasias 
Variante nueva en POLE 
p.N363K potencialmente 
patogénica sin estudios 
funcionales 
Sin estudios funcionales, 
solo se puede sugerir que 
algunas variantes en POLE 
pueden causar un fenotipo 
con tumores múltiples 
Elsayed y 
col 2015 
Sondas Taqman 
1188 casos con 
CCR familiar o 
poliposis 
3 casos con POLE p.L424V (1 
caso con herencia de novo) 
2 de estos casos con pérdida 
de MSH2/MSH6 y tumores 
MSI 
Mutaciones germinales en 
POLE pueden causar 
alteraciones somáticas en 
los genes de Lynch, 
provocando tumores MSI 
Spier y col 
2015 
Secuenciación 
dirigida (NGS) de 
POLE y otros 7 
genes de las 
polimerasas 
266 pacientes 
con poliposis y 
CCR de 
aparición 
temprana 
4 casos con POLE L424V. 
Otros casos con variantes 
potencialmente patogénicas, 
incluyendo Pro436Ser 
Sin estudios funcionales, 
solo se puede sugerir que 
variantes en otros genes de 
las polimerasas pueden 
causar predisposición a CCR 
de aparición temprana 
Chubb y 
coll. 2015 
WES 
626 casos con 
CCR de 
aparición 
temprana 
2 casos con POLE L424V, 1 
caso con POLD1 S478N. 6 
casos con nuevas variantes 
en POLE y POLD1, resaltando 
p.D368V en POLE, existiendo 
evidencia invitro de su 
patogenicidad 
Se descubre una nueva 
mutación en POLE 
Hansen y 
col. 2015 
WES 
1 familia con 
agregación para 
adenomas y 
diferentes 
neoplasias 
1 caso con variante nueva 
en POLE p.Y458F, con 
ensayos funcionales 
existentes demostrando su 
patogenicidad 
Se confirma que 
mutaciones en POLE 
predisponen a un fenotipo 
con múltiples tumores 
Bellido y 
col 2015 
Secuenciación 
dirigida (NGS) de 
POLE y POLD1 
456 casos con 
CCR y 88 casos 
con poliposis 
1 caso con POLE L424V, 4 
mutaciones en POLD1 con 
estudios funcionales 
probando su patogenicidad 
(p.L474P,p.D316H, p.D316G, 
p.R409W) y 2 variantes 
potencialmente patogénicas 
en POLD1 
Se descubren nuevas 
mutaciones en POLD1 
Aoude y 
col 2015 
WES y WGS (fase 
de 
descubrimiento)+ 
secuenciación 
dirigida (NGS) 
POLE (validación) 
34 familias con 
melanoma +  
1243 casos con 
melanoma 
cutáneo, 
algunos con 
agregación 
familiar para 
otras neoplasias 
1 caso con mutación nueva 
en POLE W347C, validada 
realizando estudios 
funcionales en levaduras. 10 
casos con variants nuevas o 
raras en el dominio 
exonucleasa de POLE, 
incluyendo p.Q520R 
Mutaciones en POLE 
predisponen a melanoma 
cutáneo 
Rohlin y 
col 2016 
WES, estudio de 
ligamiento y CNV 
para una familia y 
secuenciación 
Sanger para 76 
pacientes. 
1 familia con 
poliposis y CCR y 
76 pacientes 
independientes 
con poliposis, 
síndrome de 
Gardner o CCR 
1 caso con una variante 
nueva potencialmente 
patogénica en POLE p.K425R 
sin estudios funcionales 
Se encuentra una variante 
potencialmente patogénica 
en POLE 
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7.3.3- Dominio exonucleasa y actividad correctora de errores durante la replicación del ADN 
Como se ha mencionado anteriormente, estos genes pertenecen a la subunidad catalítica de 
las polimerasas épsilon y delta. La subunidad catalítica de estas proteínas incluye el dominio 
polimerasa y el dominio exonucleasa, comprendiendo este último los aminoácidos 267-471 en 
POLE y 304-562 en POLD1. El dominio exonucleasa tiene la función de corregir errores en el 
ADN generados durante su replicación y su mal funcionamiento provocaría la acumulación de 
mutaciones somáticas, desencadenando la tumorigenesis (Shevelev y Hübscher 2002). Hasta el 
momento se ha pensado que únicamente las mutaciones germinales dentro de este dominio 
eran susceptibles de causar predisposición a CCR y son las únicas para las cuales existen 
estudios funcionales respaldando su patogenicidad. No obstante se han encontrado familias 
afectadas con variantes  fuera de este dominio, como POLE p.Q520R, que son sugestivas de 
causar la enfermedad, pero también sería necesario realizar estudios funcionales para 
dilucidar su efecto (Aoude 2015). Hasta ahora se había establecido que la función principal de 
POLE era la replicación de la cadena rápida del ADN mientras que POLD1 replicaba la cadena 
retardada (Johansson y Dixon 2013). Sin embargo, un estudio muy reciente concluyó que 
POLD1 participaba en la replicación de las dos cadenas mientras que POLE tiene un papel 
importante en la eliminación de errores introducidos por POLD1 durante la replicación de la 
cadena rápida (Johnson 2015) (Figura 26). 
 
 
La ADN polimerasa δ replica 
ambas cadenas 
Dirección de la 
horquilla de 
replicación 
Cadena 
rápida 
Cadena 
retardada 
Figura 26. Nuevo modelo potencial donde la ADN polimerasa δ replica las dos cadenas en 
condiciones normales y, cuando existe daño en el ADN en la cadena rápida, la polimerasa ε se 
coloca en su lugar. La ADN polimerasa a se acopla con la primasa para sintetizar un primer ARN-
ADN en la cadena retardada que es reconocido por RFC y PCNA para cambiar a la polimerasa 
replicativa. Imagen adaptada de Johnson (2015).  
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7.3.4- Efecto de las mutaciones en el ADN: perfil tumoral 
El estudio del ADN tumoral en los pacientes con mutaciones en POLE y POLD1 demostró que 
algunos tumores no tenían LOH, planteando la pregunta de si estos genes se comportaban 
como supresores de tumores clásicos. Varios tumores mostraban mutaciones en APC, KRAS, 
BRAF y FBXW7. Se observaba además un numero anormalmente alto de alteraciones genéticas 
somáticas (fenotipo conocido como hipermutador), con un porcentaje mayor de 
transversiones G>T/ C>A y C>T/ G>A, especialmente en el contexto TCT>TAT y TCG>TTG. (The 
Cancer Genome Atlas Network 2012, Palles 2013, Rayner 2016). Además, se ha reportado que 
el mal funcionamiento de estas polimerasas puede provocar la inactivación somática del gen 
MSH2, generando tumores con MSI (Elsayed 2015). 
7.4- RPS20 
Mediante un estudio de desequilibrio de ligamiento combinado con secuenciación del exoma 
completo en una familia con CCR familiar de tipo X se identificó la mutación p.V50Sfs*23 en 
RPS20 (Nieminen 2014). Este gen codifica para la proteína S20, que forma parte de la 
subunidad ribosómica pequeña 40S. Mediante ensayos celulares se demostró que la inhibición 
de la expresión de RPS20 provocaba un aumento de los ARNs precursores 21S y 18S asociado 
con un procesamiento tardío de estos. El mecanismo exacto de tumorigenesis por el cual este 
desfase en el procesamiento de los ARNs precursores de la subunidad pequeña del ribosoma 
provoca el desarrollo de tumores colorrectales es desconocido. La frecuencia en que este gen 
se encuentra mutado en familias con CCR familiar de tipo X también está por resolver aún. La 
familia RPS comprende 80 genes, 11 de los cuales se han implicado a un síndrome llamado 
Anemia de Blackfan Diamond, causante de aplasia de los glóbulos rojos y predisposición a 
distintos tipos de cáncer. A raíz del descubrimiento de Nieminen y col. otro grupo reportó que 
habían identificado dos familias afectadas con este síndrome con CCR que tenían mutaciones 
en RPS19, señalándolo como otro posible gen de predisposición (Kessel 2014). 
7.5- SEMA4A 
Este gen se encontró en una familia austríaca con CCR familiar de tipo X con tumores 
extracolónicos, en la cual se secuenció el exoma completo en combinación con estudios de 
desequilibrio de ligamiento (Schulz 2014). Al estudiar la segregación en miembros afectados y 
sanos de esa familia se observó que la variante p.V78M segregaba con la enfermedad aunque 
presentaba penetrancia incompleta (había personas sanas portadoras). Se hizo un cribado 
mutacional en 53 pacientes pertenecientes a familias independientes con CCR familiar de tipo 
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X y se encontraron dos variantes adicionales en SEMA4A (p.G484A y p.S326F), también en 
familias con tumores extracolónicos. Adicionalmente se encontró que el polimorfismo p.P682S 
estaba enriquecido en la cohorte de CCR familiar de tipo X en comparación con 1.138 controles 
o con bases de datos de variación genética (OR 6.79, 95% CI 2.63-17.52). Además se estudió el 
efecto de la missense V78M en la línea celular HCT-116, y se observó una mayor sensibilidad a 
la vía de PIK3K y la vía de las MAP quinasas en el caso de la proteína mutada en comparación 
con la wild-type, demostrando que esta mutación afectaba la función proteica. Un estudio 
posterior contradijo parte de estos resultados mediante el cribado de las variantes p.P682S y 
p.G484A en una cohorte mayor, sin encontrar diferencias significativas entre casos de CCR y 
controles sanos (Kinnersley 2016). Sin embargo, los autores del primer estudio sugieren que su 
cohorte a estudiar es clínicamente distinta al tratarse de CCR familiar de tipo X y a su vez 
reafirman que la variante V78M si que estaría implicada en predisposición, ya que hay 
evidencia funcional que lo demuestra. Sin embargo coinciden en que el espectro mutacional 
de este gen debe ser mejor caracterizado antes de añadirse al diagnóstico clínico (Sill 2016). 
Las semaforinas se han relacionado con el desarrollo neuronal, la morfogénesis y la 
modulación de la respuesta inmune, aunque también se han implicado en carcinogénesis, 
promoviéndola o inhibiéndola en función del contexto (Neufeld 2012, Rehman 2013).  
7.6-NTHL1 
Mediante la secuenciación del exoma de 51 individuos pertenecientes a 48 familias con 
poliposis adenomatosa múltiple y sin alteraciones en APC ni MUTYH, se encontró la variante 
c.268C>T (p.Q90*) en homocigosis (Weren 2015b). El patrón de transmisión observado era 
autosómico recesivo para poliposis, con al menos un miembro afectado de CCR por familia, y 
con otros tumores primarios incluyendo endometrio en todas las mujeres portadoras de la 
mutación bialélica, observándose también en algunos portadores menangiomas, cáncer de 
próstata, linfomas, carcinoma de las células basales, cáncer de mama, cáncer de duodeno y 
hamartomas del tracto biliar. La mutación p.Q90* se encuentra en una frecuencia 
relativamente alta (0.15%) en las bases de datos de la población general, pero siempre en 
heterocigosis. Se cribaron 149 casos adicionales con poliposis pero no se detectó la mutación 
concluyendo que su frecuencia es baja pero que en homocigosis presenta penetrancia 
completa para adenomas múltiples. Los perfiles tumorales presentaban un número bajo de 
mutaciones (no hipermutados) y con una alta frecuencia de transversiones G:C>A:T. 
Adicionalmente otro estudio identificó una familia con poliposis y múltiples tumores primarios 
con un cambio que afectaba el splicing (c.709+1G>A) y la misma mutación truncante 
p.Q90*(Rivera 2015). Este gen codifica para una proteína del sistema de reparación del ADN 
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por escisión de bases que reconoce y repara el daño oxidativo en las pirimidinas y además 
tiene actividad glicosilasa de las guaninas alteradas por los radicales de oxígeno. 
7.7- FAN1 
Este gen se seleccionó como candidato de predisposición a partir de la secuenciación del 
exoma en una familia de CCR familiar de tipo X que conllevó la identificación de la mutación 
C>A (p.C47*) (Seguí 2015). Con el fin de encontrar más cambios en este gen que respalden su 
papel como causante de predisposición se cribaron 176 familias adicionales con CCR familiar 
de tipo X. El resultado fue el hallazgo de otra alteración genética de pérdida de función 
(p.R952*) y tres mutaciones de cambio de aminoácido (p.D140Y, p.P340S y p.R591W). Las 
células portadoras de los cambios p.C47* y p.D140Y eran sensibles a la mitomicina C. Este 
compuesto provoca crosslinks (uniones covalentes entre cadenas) en el ADN y causa apoptosis 
en las células que no son capaces de repararlos. Estudios funcionales posteriores permitieron 
generar una línea celular knockout de FAN1 e introducir un vector expresando el alelo normal 
de FAN1, la mutación FAN1 p.D140Y o un vector vacío. La sensibilidad a la mitomicina C era 
similar en el caso del vector vacío que en el vector con FAN1 mutado, demostrando que el 
cambio provocaba pérdida de función del sistema reparador de los crosslinks en el ADN. La 
secuenciación del exoma tumoral de los portadores de las mutaciones p.C47* y p.D140Y reveló 
un perfil no hipermutado con un exceso de transversiones T:A>G:C (10.5%) y C:G>G:C (12.5%). 
No se encontraron segundos hits somáticos (ni LOH ni mutaciones somáticas). Este gen 
participa en la vía de la anemia de Fanconi que detecta daños en el ADN y mediante 
recombinación homóloga los repara.  
7.8- BLM 
Este gen codifica para una helicasa dependiente de ATP que desenrolla el ADN de cadena 
sencilla y de cadena doble en dirección 3’-5’. También participa en la resección del ADN 
durante la reparación de las brechas de doble hebra, desenrolla el ADN y recluta otras 
proteínas que cortan el ADN de cadena simple. Mutaciones bialélicas en BLM son causantes 
del síndrome de Bloom, que está caracterizado por deficiencias en el crecimiento, alteraciones 
en la pigmentación de la piel, inestabilidad cromosómica y predisposición a diferentes tipos de 
cáncer, incluyendo el CCR y el desarrollo de pólipos adenomatosos (German 1995, Lowy 2001). 
Aproximadamente un tercio de las personas con síndrome de Bloom tienen ascendencia judía 
y son portadoras de la mutación fundadora BLM(ash) (p. Y736fs) en homocigosis. En contraste 
con este síndrome, se ha postulado que el tener el cambio BLM(ash) en heterocigosis puede 
comportar un riesgo moderado-bajo de padecer CCR. Mediante un estudio de asociación en 
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casos y controles, se reportó que los portadores de un alelo BLM(ash) tenían un riesgo 
aumentado de 2.3-2.8 veces de padecer la neoplasia (Gruber 2002), mientras que otro estudio 
concluía que la mutación no confería un riesgo significativo a desarrollarla (Cleary 2003). Más 
adelante, este gen se reportó como candidato de predisposición a cáncer de mama mediante 
secuenciación del exoma en familias con agregación para este cáncer, en el que se encontró 
una familia con la alteración BLM c.2695C>T p.R899*, que se transmitía con herencia 
autosómica dominante, correspondiendo a una variante de alta penetrancia. Un cribado 
posterior permitió la detección de otra familia con cáncer de mama portadora de la misma 
mutación (Thompson 2012). Finalmente, la secuenciación del exoma en 55 casos con CCR de 
aparición temprana permitió la detección de dos casos, uno con la mutación p.R899*, 
previamente reportada en cáncer de mama y otro con la alteración c.3558+1G>T, ambas en 
heterocigosis y con un patrón de herencia dominante. A continuación este mismo grupo 
realizó un cribado en casos y controles y detectó 3 casos adicionales con las mutaciones 
p.R899*, p.Q548* y c.98+1G>A. Así, la frecuencia de alteraciones genéticas de pérdida de 
función resultó significativamente mayor en la cohorte de CCR de aparición temprana que en 
controles o en bases de datos de variación genética (de Voer 2015). 
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Objetivo principal 
El objetivo general de esta tesis doctoral es la búsqueda de la causa de predisposición genética 
germinal en pacientes con cáncer colorrectal familiar, incluyendo casos pertenecientes a 
familias con una fuerte agregación para esta neoplasia, así como pacientes con multiples 
pólipos o cáncer colorrectal de aparición temprana. Las familias seleccionadas no presentarán 
alteraciones en los genes hereditarios conocidos y en la mayoría de los casos el patrón de 
herencia será compatible con herencia autosómica dominante. Se buscarán variantes 
genéticas de alta penetrancia en nuevos genes candidatos de predisposición para esta 
enfermedad para de esta forma ampliar el conocimiento existente sobre esta entidad. En un 
futuro, los resultados de esta tesis doctoral se prevé que se podrían incluir como parte de los 
programas de diagnóstico genético predictivo para esta enfermedad. 
Objetivos específicos 
- Identificación de nuevos genes candidatos implicados en cáncer colorrectal familiar 
mediante secuenciación completa del exoma. 
- Implementación de una metodología automática de filtrado y priorización de variantes 
genéticas a partir de los datos de secuenciación del exoma. 
- Búsqueda de nuevas vías de señalización relacionadas con la aparición de cáncer 
colorrectal familiar. 
- Cribado de los genes POLE y POLD1 en pacientes con múltiple polipos o CCR de 
aparición temprana. 
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El objetivo general de esta tesis doctoral es la búsqueda de la causa de predisposición genética 
germinal en pacientes con cáncer colorrectal familiar. El primer apartado de esta tesis, 
consistente en los dos primeros trabajos publicados, está enfocado en la identificación y 
caracterización de nuevos genes de predisposición al CCR mediante secuenciación del exoma 
completo de familias con una fuerte agregación para la enfermedad y sin alteraciones en APC, 
MUTYH o los genes del síndrome Lynch. Por otro lado el segundo bloque de esta tesis 
constituye el tercer artículo presentado, que reporta el cribado de los recientemente 
descubiertos genes de predisposición POLE y POLD1 en una cohorte española de 155 pacientes 
con poliposis y CCR de aparición temprana, incluyendo la caracterización funcional de las 
variantes encontradas. 
1- Identificación de nuevos genes de predisposición mediante secuenciación del exoma 
1.1- Tecnología utilizada 
En la primera parte de esta tesis se han buscado variantes raras de alta penetrancia en nuevos 
genes candidatos de predisposición a CCR mediante la secuenciación del exoma completo en 
familias con una fuerte agregación para esta neoplasia pero sin causa genética conocida. La 
secuenciación del exoma está dirigida a secuenciar las regiones codificantes del genoma. Otra 
opción para detectar la causa genética de predisposición a CCR en estas familias sería 
secuenciar el genoma completo. No obstante, esta elección implica un coste mayor, lo que 
limita el número de muestras a secuenciar. La ventaja de secuenciar todo el genoma frente al 
exoma es que permite la detección de las variantes situadas en zonas reguladoras alejadas de 
la región codificante. No obstante, al ser el objetivo la búsqueda de variantes raras causantes 
de CCR familiar, la secuenciación del exoma es una estrategia efectiva, pues se ha demostrado 
que el genoma codificante está enriquecido en variantes causantes de enfermedades 
mendelianas (Botstein 2003).  
1.2- Selección de pacientes 
A la hora de realizar un estudio de secuenciación de nueva generación con el fin de detectar 
nuevos genes implicados en una enfermedad, un punto crítico a discutir del diseño 
experimental es la selección de pacientes. Para la búsqueda de variantes de alta penetrancia 
en genes implicados en CCR familiar, se puede optar entre diferentes estrategias, entre ellas 
secuenciar familias con una fuerte agregación para la enfermedad (Gylfe 2013, DeRycke 2013, 
Nieminen 2014, Schulz 2014, Seguí 2015, Thutkawkorapin 2016) o individuos no emparentados 
con CCR de aparición temprana (Smith 2013, Taskanen 2015, De Voer 2016), pues ambas 
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opciones serían reflejo de la existencia de predisposición genética germinal. En nuestro primer 
estudio de secuenciación se seleccionaron 29 familias con una fuerte agregación para CCR, 
secuenciando uno o dos pacientes por familia, llegando a un total de 42 individuos 
secuenciados. El motivo por el cual se decidió secuenciar varios miembros de una misma 
familia es la alta heterogeneidad genética del CCR hereditario y de la población española. Esto 
significa que varios genes distintos causan la enfermedad, lo cual se ve reflejado en que en la 
mayoría de estudios realizados hasta la fecha no existe solapamiento de los genes candidatos 
encontrados (Smith 2013, DeRycke 2013, Gylfe 2013, Tanskanen 2015, Spier 2016, De Voer 
2016, Thutkawkorapin 2016). Otro tipo de heterogeneidad genética es la variabilidad que 
existe dentro de una población (McClellan J 2010). La población española es bastante 
heterogénea (Chillón 1994), por tanto será difícil encontrar variantes candidatas en común en 
familias distintas así como validar los resultados en cohortes caso-control.  
Por otra parte, la astringencia de los criterios de selección puede causar que se elija un número 
mayor o menor de pacientes a secuenciar dentro de cada familia. Con el fin de reducir el 
número de variantes candidatas, es mejor secuenciar el máximo de individuos afectados por 
familia disponible. No obstante, secuenciar muchos familiares afectos aumenta la probabilidad 
de incluir fenocopias, que alterarían el análisis de datos. Esta probabilidad se reduce eligiendo 
individuos afectos con una edad de aparición lo más temprana posible. En nuestro caso el 
promedio de edad de los pacientes secuenciados era de 60,32 años (rango 30-81 años). Un 35 
% de los pacientes secuenciados es mayor de 65 años en nuestra cohorte, aunque algunos de 
estos tienen descendencia afectada a edades más jóvenes, por lo que se asume que son 
portadores obligados de la variante de predisposición. La mayoría de estudios de 
secuenciación (con excepción de Palles 2013 y Thutkawkorapin 2016) no han combinado una 
edad de aparición temprana y una fuerte agregación familiar en los pacientes secuenciados 
(Tabla 9).  
La cohorte de estudio actualmente está formada por 75 individuos pertenecientes a 40 
familias (4 pacientes afectos de 2 familias, 3 pacientes afectos de 8 familias, 2 pacientes 
afectos de 15 familias y 16 pacientes con CCR no emparentados). En todos los pedigrees 
encontramos una fuerte agregación familiar para CCR, pero en varias familias, especialmente 
en las que se ha secuenciado un solo individuo, no se han encontrado variantes candidatas de 
predisposición, debido a que el número de variantes después de filtrar era demasiado alto. No 
obstante, contando ambos estudios, hemos encontrado variantes candidatas en nuevos genes 
de predisposición en 13 de 40 familias. 
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Autores 
Número 
de 
pacientes 
Edad pacientes 
Agregación 
familiar 
Familias/ 
Individuos 
Genes 
identificados 
Palles y col 
2013 
20 pacientes 
(15 familias) 
CCR aparición 
temprana <50 años 
si 
Familias e 
individuos 
POLE y POLD1 
Smith y col 
2013 
50 
18/50 pacientes con 
<35 años 
no Individuos 
FANCM, LAMB4, 
PTCHD3, LAMC3 y TREX2 
DeRycke y col 
2013 
40 (16 
familias) 
Promedio <70 años 
(rango 25-79) 
si Familias CENPE y KIF23 
Gylfe y col 2013 96 
Promedio 70 años, 
rango 32-90 años 
Si (uno o más 
familiares de 
primer grado 
afectados) 
Individuos 
UACA, SFXN4, TWSG1, 
PSPH, NUDT7, ZNF490, 
PRSS37, CCDC18, 
PRADC1, MRPL3, y 
AKR1C4. 
Nieminen y col 
2014 
4 (1 familia) 
edad promedio 52,3 
años 
si 
Una familia con 4 
pacientes 
secuenciados 
RPS20 
Schulz y col 
2014 
4 (1 familia) 
(CCR con 55, 62, 71 y 
desconocido) 
si Una familia SEMA4A 
Weren 2015b 
51 individuos 
con poliposis 
(48 familias) 
No especificada  
En el 53% de los 
casos 
Individuos sueltos 
menos 2 familias 
NTHL1 
Tanskanen y col 
2015 
22 
CCR aparición 
temprana <40 años 
Sólo en 14% de 
los casos 
Individuos 
ADAMTS4, CYTL1, 
SYNE1, MCTP2, 
ARHGAP12, ATM, 
DONSON y ROS1 
Seguí y col 2015 3 (1 familia) 
3 individuos con CCR a 
los 46, 76 y 82 años 
si Una familia FAN1 
De Voer y col 
2016 A 
55 
CCR aparición 
temprana <45 años 
No especificado Individuos PTPN12 y LRP6 
De Voer y col 
2016 B 
55 
CCR aparición 
temprana <45 años 
No especificado Individuos BLM 
Thutkawkorapin 
y col 2016 
3 (1 familia) 
CCR aparición 
temprana (edad no 
especificada) 
si 
Una familia con 3 
pacientes 
secuenciados 
DZIP1L, PCOLCE2, 
IGSF10, SUCNR1, 
OR13C8, EPB41L4B, 
SEC16A, NOTCH1, 
TAS2R7, SF3A1, GAL3ST1 
y TRIOBP 
 
Finalmente, secuenciar personas con neoplasias extracolónicas o adenomas avanzados en 
familias con agregación para CCR puede ser una buena estrategia siempre que la edad del 
diagnóstico sea temprana y exista herencia mendeliana que sugiera una causa de 
predisposición genética común en los distintos tumores, ya que un mismo gen de 
Tabla 9. Criterios de selección de pacientes en estudios de secuenciación para descubrir las causas 
genéticas de predisposición a CCR familiar no polipósico. La columna de agregación familiar hace 
referencia a si los individuos secuenciados pertenecen a familias con agregación para CCR o bien son 
casos esporádicos. La columna “Familias/Individuos” describe si dentro de un núcleo familiar se 
secuencia un solo paciente o por el contrario se secuencian dos o más pacientes. 
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predisposición puede presentar pleiotropía en cuanto a las neoplasias que causa. Por ejemplo, 
mutaciones en el gen POLE predisponen a adenomas múltiples, CCR, endometrio, ovario, 
cerebro, páncreas, intestino delgado y melanoma cutáneo (Rholin 2014, Hansen 2015, Bellido 
2015, Aoude 2015). Por otro lado, es conveniente no secuenciar individuos sanos debido a que 
se ha observado penetrancia incompleta en una fracción importante de genes de 
predisposición, como es el caso de PMS2 que presenta una penetrancia del 15-20% para CCR 
(Lynch 2009). 
1.3- Implementación de la metodología de anotación y filtrado de variantes. 
El diseño de una metodología de filtrado automática mediante un programa bioinformático 
permite manejar los datos de secuenciación de nueva generación de forma más objetiva, 
permitiendo que los resultados no cambien en función de la persona que realiza el análisis. 
Esto tiene mayor probabilidad de ocurrir si una persona realiza los filtrados de forma manual, 
ya cada persona puede mostrar preferencia por seleccionar distintas variantes, aplicando 
inconscientemente filtros más laxos en las variantes de su elección.  Otra ventaja es que se 
elimina el error humano causado por tener que tratar con grandes cantidades de datos.  
Además es una forma rápida y reproducible de obtener los resultados deseados, ya que se 
pueden añadir nuevas muestras (nuevas familias o individuos adicionales de familias ya 
secuenciadas) y se puede repetir el análisis siempre que se necesite. Otro punto a favor del 
diseño de una metodología de filtrado automática es que se trata de una herramienta flexible, 
en la cual se pueden introducir y quitar filtros según de forma que se puede adaptar a 
diferentes cohortes de pacientes (por ejemplo con herencia dominante o recesiva para la 
enfermedad).   
Pese a estas ventajas, el decidir qué filtros establecer será crítico para seleccionar la variante 
de predisposición entre los miles de falsos positivos mostrados junto a esta candidata final. La 
mayoría de estos filtros son comunes en cualquier estudio de exoma germinal en familias con 
agregación para una enfermedad rara con herencia mendeliana. Estos filtros serían la 
cobertura mínima de secuenciación, el genotipo heterocigoto u homocigoto (según el patrón 
de herencia), la baja frecuencia en bases de datos de variación genética, el estar compartidas 
entre los miembros afectos de la misma familia y la eliminación de variantes sinónimas y 
alejadas de la región codificante (Gilissen 2012). 
Uno de los filtrados aplicados que es exclusivo de nuestra metodología consiste en la selección 
de variantes situadas en genes cuya función biológica coincida con una lista de términos clave 
que incluye funciones biológicas y términos bibliográficos relacionados con cáncer. Esta 
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selección no se restringió únicamente a genes previamente implicados en cáncer sino que 
también incluyó términos describiendo genes con una función biológica que al afectarse 
pudiera explicar predisposición a cáncer. Es una selección menos limitada y sesgada que en el 
caso de otros estudios donde se utilizó para filtrar una lista de genes candidatos (Smith 2013). 
No obstante, en la selección con la lista de términos usada, si la mutación causal estuviera en 
un gen sin absolutamente ninguna información disponible, esta mutación se perdería al filtrar. 
Se podría decir que es un riesgo asumible, ya que para la mayoría de genes de predisposición 
recientemente reportados ya existía cierta información de su función biológica previa a su 
descubrimiento como gen de CCR hereditario. Es decir, algunas de las funciones biológicas de 
estos genes podían relacionarse con la tumorigenesis aún sin existir evidencia de que 
estuvieran efectivamente implicados en esta enfermedad (Tabla 10). 
 
Gen Términos clave de función biológica 
Términos clave bibliográficos 
(previos a su descubrimiento como 
gen de CCR hereditario) 
GREM1 Apoptosis, regulación de la vía de BMP, regulación del 
crecimiento celular, regulación de la vía de Wnt, 
Carcinoma, cáncer 
POLE/ 
POLD1 
Mitosis, reparación por escisión de bases, mantenimiento de los 
telómeros, reparación de las brechas de doble hebra, 
Cáncer, meningioma* 
RPS20 -- Meduloblastoma* 
NTHL1 
Reparación por escisión de bases, reparación por escisión de 
nucleótidos, 
Cáncer 
SEMA4A -- -- 
FAN1 Reparación del  ADN, reparación por escisión de nucleótidos, Cáncer 
BLM 
reparación de las brechas de doble hebra, punto de control de 
la mitosis, ciclo celular Cáncer 
 
La especificidad de esta lista de términos clave para detectar variantes implicadas en CCR se 
comprobó parcialmente al aplicarse en un set de exomas no afectados de CCR secuenciados y 
filtrados con la misma metodología, detectándose un promedio de variantes por individuo 
Tabla 10. Tabla de términos clave de nuestra lista anotados para los nuevos genes de 
predisposición a CCR hereditario/familiar. Todos los genes excepto SEMA4A habrían pasado el 
filtrado usando nuestra metodología. Los términos marcados con asterisco se añadieron a la lista de 
términos clave posteriormente a la publicación del trabajo, debido a que en ese momento no 
poseíamos un conocimiento suficientemente amplio de la nomenclatura de los distintos tipos de 
tumores existentes y algunos términos fueron pasados por alto. 
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significativamente superior en los individuos con CCR familiar que en los individuos del set de 
exomas externo (promedio cohorte CCR = 41,87 variantes por familia; promedio set de exomas 
externo = 34,05 variantes por familia; P = 3,75 × 10−10). 
Por último cabe destacar que esta metodología de filtrado automática se ha utilizado en 
ambos estudios de secuenciación reportados en esta tesis, variando únicamente el hecho de 
que en el trabajo más reciente se ha añadido nueva información disponible para realizar los 
filtrados como la herramienta de predicción bioinformática CADD (referenciar) y la base de 
datos de variación genética ExAC (referenciar).  
1.4- Priorización de las variantes 
En ambos estudios de secuenciación aquí presentados al terminar el proceso consistente en el 
filtrado de variantes, el número de cambios genéticos seleccionados era todavía demasiado 
alto en la mayoría de familias para distinguir la posible causa de predisposición genética a CCR. 
Para seleccionar la variante o variantes con más probabilidad de ser la causante de la 
enfermedad es necesaria entonces una priorización basada en un análisis detallado de las 
variantes. Algunas familias tuvieron hasta cuatro variantes candidatas priorizadas mientras que 
en otras no se encontró ninguna. En nuestro estudio hemos usado los criterios de priorización 
(frecuencia, predicciones in silico, posición del residuo afectado en la estructura proteica, 
interacciones proteicas, implicación previa en cáncer) de forma uniforme en todas las 
variantes candidatas, para reducir el riesgo de elegir de manera subjetiva el gen que nos 
parezca más atractivo. No obstante, en este paso existe un riesgo importante de descartar la 
verdadera variante causante de predisposición por no cumplir estrictamente todas las 
condiciones mencionadas anteriormente. Este riesgo se puede reducir en cierto modo si 
existen miembros adicionales afectados para comprobar si las variantes segregan 
correctamente, lo que aumenta la probabilidad de descartar falsos positivos. La evidencia de 
haber seleccionado un verdadero gen candidato aumenta cuando se encuentra un 
enriquecimiento de mutaciones deletéreas en individuos afectos adicionales en otras cohortes 
en comparación con controles (Lu 2015). En última instancia para establecer el papel de una 
variante candidata en el mecanismo de predisposición a CCR, siempre será necesario realizar 
estudios funcionales. 
1.5- Nuevos genes candidatos de predisposición a cáncer colorrectal 
En el primer estudio de esta tesis al terminar el proceso de filtrado y priorización, 29 variantes 
candidatas finales fueron seleccionadas, de las cuales 28 fueron validadas mediante 
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secuenciación Sanger. Después de estudiar la segregación en familiares afectos adicionales con 
CCR y adenomas avanzados, se descartaron aquellas variantes que no segregaban bien en con 
la enfermedad en esas familias. Finalmente, siete variantes fueron seleccionadas por estar 
presentes en dos o más individuos afectos dentro de cada familia: CDKN1B  p.Q65H,  XRCC4 
p.V166Efs*3, EPHX1 p.R98Q, NFKBIZ  p.*719Ifs*10, SMARCA4 p.R99W y BARD1 c.1811-2A>G. 
Cabe mencionar que las tres primeras variantes mencionadas mostraron LOH del alelo normal 
en el tumor.  
En primer lugar, la proteína CDKN1B (p27, Kip1) se une los complejos ciclina E/A-CDK2 y ciclina 
D-CDK4 y previene su activación, controlando así la progresión del ciclo celular. La 
variante  c.195G>T (p.Q65H está situada en un barril beta que interacciona con CDK2 (Russo 
1996). Por lo tanto esta variante es susceptible de afectar la interacción entre CDKN1B y CDK2, 
desregulando la progresión del ciclo celular. Mutaciones germinales en este gen se han 
implicado previamente en neoplasia endocrina múltiple (Pellegata 2006). 
Por otro lado, el gen XRCC4 participa junto con LIG4 y XLF en la reparación de las brechas de 
doble hebra en el ADN. La variante c.497_498delTG (p.V166Efs*3), se predice que abolirá la 
función proteica y provocará así la inestabilidad del genoma como mecanismo oncogénico. 
Recientemente se ha descubierto que mutaciones bialélicas en este gen provocan un fenotipo 
de estatura baja, microcefalia y alteraciones del sistema endocrino (Shaheen 2014, de Bruin 
2015, Murray 2015, Bee L 2015, Rosin 2015, Guo 2015). En una pequeña fracción de los casos 
además del fenotipo mencionado se presentaron neoplasias a edades tempranas, incluyendo 
un tumor gastrointestinal a los 28 años (de Bruin 2015) y un glioma a los 19 años (Guo 2015), 
por lo que se podría sugerir una penetrancia moderada para XRCC4. 
El tercer gen candidato a discutir es EPHX1, que codifica para una enzima que transforma los 
epóxidos producidos por la degradación de los compuestos aromáticos a otros compuestos 
que puedan ser conjugados y excretados del cuerpo (Fretland 2000). Debido el efecto 
diferencial de EPHX1 en la detoxificación de compuestos cancerígenos se ha propuesto que 
mutaciones en este gen pueden tener un efecto sobre el riesgo de padecer cáncer, debido a 
que una detoxificación deficiente de los substratos de EPHX1 puede producir daños en el ADN 
celular (Liu 2012). Un estudio posterior al aquí discutido reportó un polimorfismo en EPHX1 
que confería una mayor actividad enzimática y asociado a una mayor protección frente al daño 
en el ADN de las células, con una OR igual a 0,67 (0,45-0,98, P valor 0,08) (Hemminki 2015). 
Por otra parte, el gen NFKBIZ está implicado en la respuesta inflamatoria a través de la 
regulación de NFκB (Totzke 2006). La variante c.2153_2154dupAT (p.*719Ifs*10) elimina un 
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codón de stop, produciendo un extremo C-terminal anormalmente largo. Esto puede afectar la 
interacción con los complejos de NFκB que se unen a esa región, alterando la regulación 
transcripcional de sus genes diana y contribuyendo a la aparición del cáncer. 
El quinto gen a discutir de los seis candidatos es SMARCA4, que codifica para un componente 
del complejo de remodelación de la cromatina SNF/SWI, necesario para activar la transcripción 
de genes que normalmente están epigenéticamente reprimidos (Wilson 2011). La variante 
c.295C>T p.R99W está localizada en la región que interacciona con SS18L1, la cual inhibe la 
transcripción de c-FOS y es requerida para el crecimiento dendrítico y la ramificación en las 
neuronas corticales. Puede hipotetizarse que esta variante puede causar predisposición a CCR 
mediante la desregulación de la vía de señalización de c-FOS causando una proliferación 
celular anormal. Mutaciones germinales en este gen pueden causar síndrome de 
predisposición a los tumores rabdoides (Schneppenheim 2010) y cáncer las células pequeñas 
del ovario de tipo hipercalcémico (Witkowski 2014). Además se ha descrito que ratones 
mutantes heterocigotos para SMARCA4 desarrollan tumores mamarios (Bultman 2007). 
Finalmente, BARD1 interacciona con BRCA1 y participa en distintas vías de señalización 
implicadas en la reparación del daño en el ADN, la ubiquitinización y la regulación de la 
transcripción, con el fin de preservar la integridad del genoma. La variante c.1811-2A>G se 
predice que causa la eliminación del exón 9, destruyendo parte del dominio BRCT1. Este 
dominio presenta una gran homología con el dominio BRCT1 de BRCA1, que se encuentra 
mutado germinalmente en cáncer, sugiriendo que el dominio BRCT otorga la función de 
supresor tumoral (Williams y Glover 2003) (Figura 27). Mutaciones germinales en el gen 
BARD1 predisponen a cáncer de mama y ovario (Ratajska 2012). Estudios posteriores refuerzan 
el papel de este gen como causante de predisposición a CCR, ya que describen mutaciones 
adicionales en pacientes afectos de CCR familiar (Yurgelun 2015). 
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Aparte del descubrimiento de los seis nuevos genes candidatos es interesante mencionar que 
se ha encontrado en un paciente con CCR sin pólipos la misma mutación en el gen BMPR1A 
c.1327C>T (p.R443C) que en dos casos anteriormente reportados de poliposis juvenil (Sayed 
2002, Greenman 2007). El gen BMPR1A ya había sido implicado anteriormente en CCR 
hereditario no polipósico por Nieminen y col., que encontraron una mutación alteradora del 
splicing en 2 pacientes con CCR familiar de tipo X (Nieminen 2011). Este sería el segundo 
estudio donde se encuentra una variante patogénica en BMPR1A en una familia de CCR no 
polipósico. Por último, este sería el tercer estudio en el que se detectan variantes germinales 
de pérdida de función en el gen AKR1C4, reforzando el papel de este gen como candidato de 
predisposición a CCR familiar (Smith 2013, Gylfe 2013). 
En el segundo artículo de esta tesis se aumentó la cohorte a estudiar hasta 74 individuos de 40 
familias. Esto permitió reportar que en seis pedigrees después de filtrar y priorizar las variantes 
el mejor gen candidato pertenecía a la vía de reparación del daño en el ADN de la anemia de 
Fanconi. Esta vía de señalización es necesaria para restaurar la integridad del genoma 
mediante la reparación de los entrecruzamientos entre hebras de ADN (interstrand cross-links) 
(Figura 28).  
Figura 27. Regiones de la proteína BARD1. Los dominios RING (verde), ankirina (ANK, azul) y BRCA1 
carboxi-terminal (BRCT, rojo) son mostrados. La posición de serinas o treoninas fosforiladas se 
indica con la letra P. Los residuos fosforilados que compiten por la unión con BRCA1 y la función 
ubiquitin ligasa son representados como P*. Las proteínas que interaccionan con BARD1 se 
muestran en forma de barras cubriendo de forma aproximada la región de BARD1 participante en la 
interacción. La estructura primaria del dominio BRCT1 deleccionado por la variante c.1811-2A>G se 
muestra arriba. Esta región presenta una alta homología con el dominio BRCT1 de BRCA1 y MDC1 y 
es necesaria para la interacción con p53, CSTF1, proteínas del complejo NFκB y EWS. Figura 
adaptada de Irminger-Finger 2006. CSTF1, cleavage stimulation factor subunit 1 50kDa; EWS, Ewing 
sarcoma gene product; IkappaBa, NF-kappaB inhibitor, alpha. 
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Encontramos tres variantes frameshift: BRCA2/FANCD1 c.4963delT p.(Y1655fs*15), 
BRIP1/FANCJ c.1702_1703delAA p.(N568fs*9) y FANCC c.591_592dupC p.(L199fs*12), así como 
tres variantes missense: BRCA2/FANCD1 c.7759C>T p.(L2587F), FANCE c.598C>T p.(R200C) y 
REV3L/POLZ c.559A>T p.(R187W). Al comparar nuestra cohorte de 40 familias con una base de 
datos de exomas de controles (Exome Aggregation Consortium) encontramos un 
enriquecimiento en el número de variantes raras con predicciones deletéreas en estos genes. 
Las seis familias portadoras en nuestra cohorte presentan agregación para un amplio espectro 
de neoplasias aparte de CCR, incluyendo estómago, mama, útero, próstata, pulmón, vejiga y 
leucemia, así como adenomas avanzados. Un estudio reciente demostró que variantes 
germinales de pérdida de función en BRCA2 y BRIP1 se encontraban sobrerrepresentadas 
respecto a controles en muchas neoplasias distintas, lo cual refuerza la evidencia de que para 
estos genes existe pleiotropía en el espectro tumoral que provocan (Lu 2015). El modelo 
tradicional de cáncer hereditario engloba la identificación de individuos cuyas historias 
Figura 28. Vía de reparación de daños en el ADN de la anemia de Fanconi. Los genes de esta vía de 
señalización implicados en CCR por este estudio y otros (Papadopoulos 1994, Nicolaides 1994, Garre 
2015, Seguí 2015, de Voer 2015) están marcados en rojo. 
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cumplen criterios clínicos para un síndrome específico, seguidas del cribado mutacional 
dirigido a los genes asociados con ese síndrome (Domcheck 2013). El uso de paneles de genes 
implicados en cáncer germinal puede ser la solución a este cambio de paradigma en que un 
que un número creciente de genes puede implicarse en un amplio espectro de neoplasias. A 
este respecto, un estudio consistente en la secuenciación de un panel germinal de 25 genes en 
1.260 pacientes con CCR hereditario permitió la identificación de 182 pacientes con 
mutaciones patogénicas. Además de los genes de reparación del ADN y de los síndromes de 
CCR hereditario polipósico, se encontraron mutados BRCA1/2, CDKN2A, CDK4, CDH1, TP53, 
ATM, BARD1, BRIP1, CHEK2, NBN, PALB2, RAD51C y RAD51D, que estaban previamente 
implicados en otras neoplasias extracolónicas (Yurgelun 2015).  
1.6- Futuros estudios 
En conjunto en ambos estudios de secuenciación del exoma se han detectado 13 variantes 
germinales en 12 nuevos genes candidatos de predisposición a CCR. Para poder establecerlos 
como genes hereditarios para el diagnóstico clínico se tendrían que realizar estudios 
funcionales que prueben que la función proteica está afectada debido a la variante y que la 
pérdida o alteración de la función proteica activa algún mecanismo desencadenante de la 
tumorigenesis. En la actualidad no se ha demostrado aún de manera definitiva la causalidad de 
la predisposición a CCR con las variantes candidatas. Esto se ha debido a que gran parte del 
trabajo realizado durante la tesis ha consistido en desarrollar las etapas anteriores del estudio, 
como la selección de pacientes, la secuenciación, el análisis de datos, la segregación y el 
estudio somático, habiendo sido estos estudios una nueva línea de investigación dentro del 
grupo. Estas variantes candidatas serán validadas próximamente mediante estudios 
funcionales.  
A continuación se detallan algunos estudios adicionales que se podrían realizar en el futuro 
con el fin de relacionar las variantes candidatas detectadas con la tumorigenesis. La variante 
CDKN1B p.Q65H parece alterar la interacción con CDK2, lo cual podría probarse mediante una 
inmunoprecipitación de proteínas seguida por Western blot. Mediante mutagénesis dirigida se 
podría crear un mutante homocigoto y calcular la proliferación celular mediante un ensayo de 
viabilidad celular por luminiscencia. En el caso de la variante en XRCC4, Murray y col. irradiaron 
fibroblastos mutantes para XRCC4 con luz ultravioleta y contaron el número de focos de γ-
H2AX, indicadores de las brechas de doble hebra, para ver si estaba aumentado en 
comparación con los fibroblastos wild-type (Murray 2015). De esta forma comprobaron que los 
portadores de estas mutaciones tenían afectado el mecanismo de reparación del ADN por 
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recombinación no homóloga. Este mismo ensayo se podría realizar en los linfocitos de los 
portadores de la mutación XRCC4 p.V166Efs*3. Por otro lado para validar el efecto de la 
variante en EPHX1 se podría estudiar in vivo el tiempo de eliminación de los epóxidos dentro 
de las células con la mutación frente a células con el alelo normal de EPHX1, y también se 
podría cuantificar si hay más lesiones en el ADN de estas células provocadas por agentes 
citotóxicos mediante cultivo de linfocitos y extracción de mitosis utilizando el protocolo 
descrito previamente (Vodicka 2010). Respecto a la mutación en NFKBIZ se podría calcular si la 
interacción con NFκB está alterada mediante inmunoprecipitación de proteínas seguida por 
Western blot, o comprobar si hay mayor unión de NFκB a su promotor mediante 
Inmunoprecipitación de la cromatina. En el caso del gen SMARCA4 se podría estudiar si la 
interacción con la proteína SSL18 está afectada por la variante mediante inmunoprecipitación 
de proteínas más Western blot. También se podría estudiar si la activación de c-Fos esta 
desregulada comparando la unión de c-Fos e su promotor en células wild-type para SMARCA4 
y células con la mutación mediante inmunoprecipitación de la cromatina. Estudios previos 
demostraron el papel supresor tumoral de este gen clonando el gen SMARCA4 en líneas 
celulares que no lo expresaban, con el resultado de que el ciclo celular quedaba arrestado 
(Jelinic 2014). De la misma manera se podría clonar el gen mutado e introducirlo en estas 
células para ver si se produce también arresto del ciclo celular o no debido a la variante. El gen 
SMARCA4 también se ha implicado en la reparación de las brechas de doble hebra (Qi 2014), 
así que podríamos tratar estas células mutadas con bleomicina (droga inductora de este tipo 
de lesiones) para ver si son más sensibles que las células con la proteína normal. Por último, la 
variante en BARD1 se predice que elimina parte del dominio BRCT, que está implicado en 
interacción con diversos substratos. Esto también se podría comprobar mediante 
inmunoprecipitación y Western blot de los substratos de BARD1.  
Respecto al segundo estudio, una buena forma de demostrar que los genes de la vía de 
reparación del  ADN de la anemia de Fanconi están alterados por las variantes candidatas es 
comprobando que la capacidad de reparar brechas de doble hebra en el ADN se encuentra 
reducida en los portadores de mutaciones heterocigotas en estos genes. Para ello se debería 
extraer linfocitos de los pacientes y tratarlos con mitomicina C. También se tratarían estos 
linfocitos con afidicolina para estudiar si presentan más inestabilidad cromosómica después de 
someterlos a estrés replicativo, ya que un estudio previo demostró que mutantes BLM, FANCA, 
FANCD2 y FANCC presentaban más micronúcleos (indicadores de daño en el ADN post-estrés 
replicativo) que las células wild-type después del tratamiento con este fármaco (Naim y 
Rosselli 2009). Además sería interesante estudiar los perfiles tumorales para observar si 
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presentan recombinación mitótica que se refleja en una mayor pérdida de heterocigosidad, 
como se sugiere en el estudio de Luo y colaboradores (Luo 2000). 
2- Screening mutacional en POLE y POLD1 
El tercer trabajo presentado en esta tesis conforma un estudio independiente de los dos 
anteriormente mencionados y consiste en el cribado mutacional del dominio exonucleasa de 
los nuevos genes hereditarios POLE y POLD1, en una cohorte española de 155 pacientes con 
múltiples pólipos y CCR de aparición temprana. 
2.1- Tecnología utilizada 
La técnica utilizada para el cribado mutacional en la cohorte de estudio fue la secuenciación 
Sanger de la zona codificante del dominio exonucleasa de los genes POLE y POLD1. Esta técnica 
no está enfocada en la detección de los cambios prevalentes POLE L424V y POLD1 V478N, 
como otros estudios (Valle 2014, Elsayed 2015) sino que permite la detección de nuevas 
variantes situadas en la zona. Sin embargo, su mayor coste en comparación a la detección de 
cambios en un solo nucleótido limita el número de pacientes a analizar. Otro método para 
ampliar el espectro mutacional conocido es la secuenciación de nueva generación, como es el 
caso del estudio de Spier y col., donde se utilizó un panel de genes que cubría POLE, POLD1 y 
otros 7 genes de las polimerasas en 266 pacientes (Spier 2014). Otro ejemplo de cribado por 
NGS sería el estudio de Chubb y col., donde se secuenció el exoma de 626 pacientes con CCR 
de aparición temprana (Chubb 2015). Sin embargo, el coste de aplicar secuenciación de nueva 
generación a una gran cohorte de pacientes para el cribado mutacional no es económicamente 
asequible para la mayoría de grupos de investigación y hay que optar por una estrategia coste-
efectiva, como el genotipado o la secuenciación Sanger, siendo esta última la mejor para 
detectar nuevas mutaciones. 
Por otro lado, para comparar los perfiles somáticos en un portador germinal de una mutación 
en POLE con pacientes de CCR sin alteración en este gen, se secuenció el exoma tumoral de 
estos individuos. El análisis de estos datos tuvo en cuenta tres particularidades. No se tuvo 
acceso a la secuenciación del exoma germinal de las muestras apareadas ni la cobertura de 
secuenciación del exoma es tan alta como en los paneles de genes. Además, la calidad de las 
distintas muestras de DNA tumoral secuenciado es variable debido a su degradación. Para 
evitar la variabilidad debido a la degradación del DNA en los distintos bloques de parafina sólo 
se tuvieron en cuenta aquellas variantes situadas en regiones dónde la cobertura fuera mayor 
a 10 en todos los individuos. Por otro lado, al no disponer de DNA germinal apareado con el 
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tumoral para poder filtrar las variantes germinales y así contar únicamente las variantes 
somáticas, una aproximación fue la utilización de una base de datos de 65 exomas germinales 
de individuos con CCR familiar, eliminándose los cambios presentes en esta base de datos. 
Para poder saber si se habían eliminado la mayor parte de variantes germinales después de 
estos filtrados se construyeron gráficos de densidad de probabilidad de la proporción del alelo 
alternativo en las variantes, que nos permite diferenciar las variantes germinales (con un 
porcentaje del alelo alternativo del 50%) y las somáticas (con un porcentaje generalmente 
menor al 50% de alelo alternativo, siendo alrededor del 40% cuando la pureza del tumor es de 
un 80%) Estos gráficos mostraron que la mayoría de variantes germinales habían sido filtradas 
correctamente. 
2.2- Características de los pacientes secuenciados 
Dentro de la cohorte de 155 casos a cribar, 83 pacientes correspondieron al grupo de poliposis 
múltiple (adenomatosa, serrada o mixta) y con agregación familiar para poliposis, CCR de 
aparición temprana, adenomas avanzados o cáncer de endometrio.  Cincuenta y seis casos se 
englobaron en la categoría de CCR de aparición temprana (edad de aparición menor a 50 
años), y 13 casos pertenecieron al grupo de CCR con MSI. Este último grupo engloba pacientes 
sin mutaciones germinales en los genes de Lynch ni metilación del promotor de MLH1 pero 
con MSI e inmunohistoquímica alterada para alguna de las proteínas reparadoras.  Otros 
estudios han usado criterios de selección de pacientes similares (Valle 2014) o menos 
restrictivos (Elsayed 2015, Spier 2015, Chubb 2015), con resultados similares en cuanto a la 
frecuencia de detección de las variantes POLE p.L424V y POLD1 p.S478N. Teniendo en cuenta 
las características clínicas de los portadores de mutaciones conocidas en estos genes, su 
espectro fenotípico parece incluir poliposis múltiple y CCR de aparición temprana, así como 
historia familiar, lo cual reforzaría la elección de nuestros criterios de inclusión de pacientes. 
Concretamente, Bellido y col. crearon unos criterios clínicos para el diagnóstico genético de 
estos genes, basados en las características clínicas de los portadores. Estas pautas también 
señalan la presencia de pólipos y el cumplimiento de los criterios de Ámsterdam de agregación 
familiar para CCR para POLE y CCR y endometrio para POLD1 (Bellido 2015). 
2.3- Mutaciones prevalentes en POLE y POLD1 
Las variantes prevalentes en POLE (p.L424V) y POLD1 (p.S478N) no fueron detectadas en 
nuestra cohorte de 155 pacientes. En estudios anteriores se ha observado que la frecuencia de 
la variante POLE p.L424V es inferior al 0,3% y la mutación p.S478N en POLD1 es aún más rara 
con una frecuencia alélica menor al 0,1%. Nuestros resultados están en concordancia con la 
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rareza de estas mutaciones y evidencian que el tamaño de nuestra cohorte no es lo 
suficientemente grande como para detectarlas, pues hubiéramos necesitado unas 334 
muestras para encontrar una variante con una frecuencia del 0,3%. 
2.4- Variantes detectadas en nuestro estudio 
Además de las mutaciones recurrentes, otras variantes han sido reportadas para POLE y POLD1 
en previos estudios. La mayoría de ellas están localizadas en el dominio exonucleasa e incluyen 
p.Trp347Cys, p.Asn363Lys, p.Asp386Val, p.Lys425Arg, p.Pro436Ser, p.Tyr458Phe en POLE 
(Hansen 2014, Rohlin 2014, Chubb 2015, Spier 2015, Aoude 2015, Hansen 2015), y 
p.Asp316His, p.Asp316Gly, p.Pro327Leu, p.Arg409Trp, p.Leu474Pro para POLD1 (Palles 2013, 
Valle 2014, Bellido 2015).  
Nuestro estudio no ha detectado ninguna de estas variantes. Sin embargo, hemos encontrado 
dos variantes no reportadas anteriormente, POLE c.1359+46del71 y POLE p.V474I. La primera 
variante es intrónica y está localizada entre los exones 13 y 14, detectándose en dos casos 
independientes de nuestra cohorte pero no en controles en las bases de datos de variación 
genética. Se realizaron estudios en el ARN y no se detectaron alteraciones en el splicing 
respecto a un individuo control, por lo cual esta variante intrónica es poco susceptible de 
causar predisposición a CCR. 
2.5- Variante p.V474I en POLE 
Por otro lado, la variante POLE p.V474I se encontró en un individuo con CCR de aparición 
temprana y estaba localizada en el dominio N-terminal de la proteína a tan solo 3 residuos del 
dominio exonucleasa. El aminoácido afectado estaba altamente conservado en vertebrados así 
como en levaduras. El cambio no estaba presente en bases de datos de controles y todas las 
herramientas bioinformáticas de patogeneicidad predecían que resultaba deletéreo para la 
proteína; además tres de cuatro programas de predicción de la estabilidad de la estructura 
tridimensional indicaban que el cambio tenía un efecto desestabilizador. 
Para demostrar que la variante afectaba la actividad correctora de la polimerasa, se realizaron 
estudios funcionales en la levadura Schizosaccharomyces pombe con el fenotipo ade6-485. 
Cuando comparamos tasa de reversión de las diferentes cepas en ausencia de adenina, la cepa 
con la variante equivalente a p.L424V creada como control positivo presentó 72,17 veces más 
revertientes que la cepa wild-type. Respecto la cepa creada con la mutación equivalente a 
p.V474I, se observaron 31 veces más mutantes que en el wild-type. Estos resultados sugerirían 
que la mutación p.V474I afecta la función reparadora de POLE, posiblemente de una manera 
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más atenuada que la mutación prevalente p. L424V. Esta sería la primera vez que se 
demuestra mediante estudios funcionales que una mutación germinal fuera del dominio 
exonucleasa puede afectar la función correctora de POLE. Por otro lado, Bellido y col. 
identificaron la variante en POLD1 p.V295M, situada también fuera del dominio exonucleasa y 
con predicciones bioinformáticas deletéreas, aunque no se ha verificado funcionalmente 
(Bellido 2015).  
Es interesante mencionar que la variante germinal POLE p.V474I, identificada en nuestro 
estudio, se ha encontrado de forma somática en una muestra de cáncer gástrico con MSI. Esta 
muestra tenía un número anormalmente alto de mutaciones somáticas (283 mutaciones por 
megabase, sumando 11.375 substituciones en total). Este tumor presentaba, además de la 
variante p.V474I, otras 3 mutaciones en POLE muy alejadas del dominio exonucleasa (p.S681R, 
p.R1111Q y p.Y1889C). Al secuenciar el exoma tumoral de nuestro paciente con la variante 
germinal POLE V474I, se observó un número mayor de substituciones en comparación con 
otros cuatro tumores secuenciados sin alteraciones germinales ni somáticas en el gen POLE. 
Sin embargo, este incremento fue sutil en comparación con la muestra de cáncer gástrico con 
la variante detectada somáticamente. Esto puede ser a que el número real de variantes 
somáticas se encuentre subestimado en nuestra muestra debido a que la secuenciación del 
exoma no tiene una cobertura tan alta como los paneles de genes y esto pueda provocar que 
al normalizar por cobertura mayor a 10 muchas mutaciones somáticas sean eliminadas del  
contaje. Por otro lado el número de variantes germinales no ha sido eliminado completamente 
del análisis y también puede estar enmascarando los resultados. Dejando de lado el aspecto 
técnico, el hecho de no encontrar un número tan alto de mutaciones somáticas en el exoma 
tumoral podría significar que esta variante pese a tener un efecto en la capacidad correctora 
de la polimerasa, provoca un fenotipo más atenuado que la variante p.L424V situada en la 
región de interacción con el ADN (Palles 2013). Esta hipótesis se ve apoyada por los ensayos 
funcionales realizados en levadura, donde la tasa de reversión de los mutantes ade685 a ade+ 
es significativamente mayor en las cepas pol2 V475I que en las cepas pol2 wild-type, pero 
menor que en las cepas pol2 L425V. Por otro lado, las otras mutaciones somáticas encontradas 
en el gen POLE en la muestra de cáncer gástrico podrían tener un efecto aditivo con la variante 
V474I, provocando una mayor gravedad del fenotipo hipermutador. En cuanto al espectro 
mutacional, mutaciones en el dominio exonucleasa de POLE y POLD1 provocan un espectro 
mutacional caracterizado por un incremento del porcentaje de substituciones G>T/C>A 
(35,2%) y  C>T/G>A (51,1%) (Palles 2013, Rayner 2016). En cambio, no se detecta una mayor 
frecuencia de variantes G>T/C>A (7,05 %) ni de C>T/G>A (42,73%) en nuestra muestra mutada 
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germinalmente en comparación con los otros cuatro tumores secuenciados. En la muestra de 
cáncer gástrico tampoco se observa un aumento importante de este tipo de substituciones, 
presentando el 10,29 % de substituciones G>T/C>A y el 42,38 % de cambios C>T/G>A. Esto 
puede significar que pese a que esta mutación fuera del dominio exonucleasa de POLE 
aumenta el número de mutaciones, estas no presentan el espectro mutacional característico 
de las mutaciones del dominio exonucleasa. 
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- Se ha implementado una metodología automática para el análisis de los datos de 
secuenciación del exoma germinal en familias de cáncer colorrectal familiar, 
permitiendo que el análisis se realice de forma más rápida y objetiva. 
- En el primer estudio de esta tesis doctoral, la secuenciación del exoma completo de 42 
pacientes con cáncer colorrectal familiar pertenecientes a 29 familias ha permitido 
identificar nuevas variantes candidatas de predisposición destacando las localizadas en 
los genes CDKN1B, XRCC4, EPHX1, NFKBIZ, SMARCA4 y BARD1. 
- Entre los genes candidatos identificados en este primer estudio, cabe resaltar que la 
mayoría de ellos se habían implicado previamente en la reparación del ADN o el 
control del ciclo celular, así como en predisposición germinal a otras neoplasias. 
- En el segundo estudio de esta tesis doctoral, la secuenciación del exoma completo de 
74 pacientes con cáncer colorrectal familiar pertenecientes a 40 familias ha permitido 
identificar nuevas variantes candidatas de predisposición destacando las localizadas en 
los genes BRCA2/FANCD1, BRIP1/FANCJ, FANCC, FANCE y REV3L/POLZ. 
- Entre los genes candidatos identificados en este segundo estudio, cabe resaltar que 
forman parte de la vía de reparación del daño en el ADN de la anemia de Fanconi. Por 
tanto, este estudio concluye que esta vía puede jugar un papel importante en la 
predisposición germinal al cáncer colorrectal. 
- Este estudio también respalda que genes implicados tradicionalmente en cáncer de 
mama y ovario como BRCA2, BARD1 y BRIP1 también se pueden encontrar mutados de 
forma germinal en cáncer colorrectal familiar. 
- En el segundo estudio se evidencia que el fenómeno de la pleiotropía es una 
característica importante en cáncer hereditario ya que un número creciente de genes 
puede estar implicado en un amplio espectro de neoplasias.  
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- El tercer estudio permitió el cribado mutacional del dominio exonucleasa de los genes 
POLE y POLD1 previamente relacionados con predisposición germinal a pólipos 
múltiples y cáncer colorrectal en una cohorte de 155 pacientes, identificando dos 
variantes genéticas potencialmente patogénicas. 
- Este tercer estudio no detectó ninguna de las variantes genéticas reportadas 
previamente como prevalentes en POLE (p.Leu424Val) o POLD1 (p.Ser478Asn) en 
nuestra cohorte de pacientes. 
- La variante de cambio de aminoácido c.1420G>A (p.Val474Ile) constituye una nueva 
mutación en POLE identificada en una paciente con cáncer colorrectal familiar de tipo 
X. La patogenicidad de esta variante está demostrada por su ausencia en las bases de 
datos de variación genética humana, la conservación del aminoácido afectado, las 
predicciones funcionales y, finalmente, los ensayos funcionales en levadura. 
- La mutación c.1420G>A (p.Val474Ile) en POLE sería la primera mutación germinal fuera 
del dominio exonucleasa que alteraría la función correctora de la polimerasa POLE. 
- Se observó un aumento en el número de mutaciones generadas en los estudios en 
levadura tanto para la mutación p.L424V en POLE como para la nueva mutación 
p.V474I, aunque de una forma menos pronunciada en esta última, pudiendo indicar 
que mutaciones fuera del dominio exonucleasa pudieran ir asociadas a un fenotipo 
más atenuado. 
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